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(«)Ti« e : MULTICISTRONIC EXPRESSION UNITS AND THEIR USE 
(S4)Be«.chnu„ B : MULTIC1STRONISCHE EXPRESSIONSEIN 

(57) Abstract 

Multicistronic expres- 
sion units allow the equimolar 
expression or the genes located 
»n the corresponding cistrons. 
These expression units are par- 
ticularly suitable for the recom- 
binant production of proteins 
composed of two or more poly- 
peptide subunits. * 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft 
multicistronischc Exprcssions'- 
einheiten, welchc die aquimola- 
re Expression dcr in den jewei- 
ligcn Cistrons positionicrtcn 
Gene zulasscn. Die Exprcs- 
sionseinheiten sind insbesondc- 
re gecignet zur rckombinanten 
Herstcllung von Proteinen, wci- 
che aus zwei oder mehreren Po- 

lypeptid-Untereinheiten beste- 
hen. 
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MultlciBtroniache BxpreBBloneeinhelten rind deren Verwenduna 

Die Erfindung betrifft multicistronische Expressionseinheiten 
und deren Verwendung zur Squimolaren Expression von Polypeptiden 
oder Untereinheiten derselben in Saugerzellen als Wirtszellen. 

Es ist bereits seit langem moglich, einzelne Proteine, deren 
Gene durch Klonieirung isoliert wurden, nach Manipulation und 
Gentransfer in verschiedenen prokaryontischen und eukaryonti- 
schen Zellen herzustellen. Fiir das Erreichen der vollen biologi- 
schen AktivitSt vieler Proteine sind korrekte Faltungen, richti- 
ges Prozessieren und gegebenenf alls auch posttranslationale 
Modif ikationen erf orderlich, welche in prokaryontischen und 
niederen eukaryontischen Expressionssystemen oftmals nicht kor- 
rekt ausgefiihrt werden. Aus diesem Grund bedient man sich haufig 
Saugerzellen als Wirte. SSugerzellen sind dariiber hinaus in der 
Lage, gro/Je Mengen von Proteinen zu sekretieren. 
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Aus den verschiedensten Griinden bedarf es oftmals der simultanen 
Herstellung zweier oder mehrerer Proteinketten. Zum Beispiel 
sind viele natiirliche Proteine in ihrer f unktionellen Form aus 
mehreren Untereinheiten zusanunengesetzt (z.B* Antikorper) . Na- 
5 tlirlicherweise erfolgt die Assoziation verschiedener Unterein- 
heiten von komplexen Proteinen nach der Proteinsynthese . An 
dieser Assoziation sind hSufig andere Komponenten des zellulHren 
Apparates als Katalysatoren oder Kontrollelemente beteiligt, 
wobei es gelegentlich auch zu Umfaltungen der urspriinglichen 

10 Strukturen kommt. St5rungen der Assoziation, z.B. durch unglei- 
che Synthese der einzelnen Komponenten, kSnnen sowohl fiir die zu 
bildenden Proteine als auch fiir die Wirtszelle negative Konse- 
quenzen haben. Natiirlicherweise unterliegt dieses System einer 
ausgef eilten, meist zellspezif ischen Regulation, Da diese Regu- 

15 lation in genetisch manipulierten Zellen im allgemeinen nicht 
nachstellbar ist, wurden die nachfolgend erlSuterten Alternati- 
ven zur simultanen Herstellung mehrerer Fremdproteine entwickelt 
und angewandt : 

20 1) Die Gene werden getrennt in Expressionsvektoren integriert 



25 



und dann in einem geeigneten VerhSltnis in die Zellen co- 
transf eriert , Dies setzt voraus , dafl mehrere Plasmidkopien 
gleichzeitig stabil aufgenommen und bei der Teilung weiter- 
getragen werden. Das VerhSltnis der Expression der ver- 
schiedenen Gene zueinander hangt sowohl von der Kopienzahl 
als auch von der Integrationsstelle im Genom der Wirtszelle 
abl Durch aufwendige Screeningverf ahren ist es moglich, 
Zellklone zu isolieren, welche die einzelnen Genprodukte im 
gewiinschten Verhaltnis zueinander exprimieren. 



30 



2) 



Um die Kopienzahl zu nivellieren, werden die verschiedenen 
Gene in unabhangigen Transkriptionseinheiten auf einem Vek- 
to'r plaziert. Dies sichert weitgehend die st6chiometrische 
Reprasentanz der Gene, aber auch dieses Verf ahren ist mit 
Problemen behaftet, Selbst wenn namlich Expressionseinhei- 
ten mit Promotoren gleicher Starke verwendet werden, ist 
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3) 



k ei „e SW egs sichergestellt, daB die n^Ks, „elche f0r die 
versch.ed.nen Proteine kodieren, die gleiche StabilitMt und 
Translationseffizienz auf„eisen. Auch die Transkriptions 

sein"T H GenS nlCht —'="""9 "entisch 

Tricks " s r t 3em ( " lrd Hil£e «» Sentechnischen 

Tracks (Positronierung der Transkriptionseinheiten zuein- 
ander Modulation der Starke der einzelnen Pron,otoren durch 
Wegnetaen Oder „inzuf«gen einzelner EWnte, die st6chio 
metrre der Expression schrittweise hergestellt. 

Zur Ver*eidung der Problem i m Zusa^enhang mit der Stabi- 
lity der verschiedener Transkripte mr den bi- oder 

«.lticistronische. Vektoren entvickelt. Hierzu liegen die 

einzelnen LeserAQi-or , . y aie 

Genabschnitte ci-rons ^ ^"^^ ^dierenden 

(Expressionseinh^itr D TeZressT er H riPti ° nSeinheit 
Gens erfol nt - h C Expression des multicistronischen 

^ oL 1 h " Sin2i9en P — Bei derartigen 

Vektoren wxrd nora.alerweise das erste Cistron sehr efL 

20 von d tranSl " ie "' di * nachfolgenden aber in Abhangigkeit 

von den intercistronischen Seguenzen. Ver„endet man fUr 

i;tier;:T cistronischensequen2en normaie S ' 

ist die P qUenZen (5 ' UTR) *™ '° TCist ^^ Genen, so 
/ e Ex P-"i™ nachfolgenden Cistrons meis t sehr 

^\ : der Resei - °- 5 2 * d ~ ™«i°n d ei 

Dxese Effxzxenz konnte zunachst durch Einfugen von Leader- 
seguenzen (High Efficiency L eadem, HEL) auf et„a 20* 9 l 
stergert werden. m der Entdeckung und Verwendung von 
best^ten zellularen und viralen Seguenzen, welche elne 

TIT \-T ±mSLnitL ^ 0n <-BS; .acksL 

zwische'n dej . T " " 89 " Ch ' ^ T "«^«-n S verhaltnis 
- erz^len " n " M ° 1 <~ ««„» von 3:1 

" scLrVe^" 1 " 116 bi- Oder .ulticistroni- 

scher vektoren spielt die Transition . Hor^alerweise erfolgt die 
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initiation der Translation in Eukaryonten nach dem "cap"-abhan- 
gigen Mechanismus, im Verlaufe dessen ein Pra-Initiationskomplex 
aus Proteinen und RNA am 5'Ende einer mRNA nit "cap" (methylier- 
tes Nukleotid) aufgebaut wird. Von dort aus wird ein geaignetes 
5 Translationsinitiationskodon ausgesucht, von dem ausgehend die 
Translation gestartet wird. Man glaubt, dart dies liber einen 
« Scanning "-Prozefl ablauft, wobei sich der Pra-Initiationskomplex 
entlang der mRNA in 3'Richtung bewegt. Auf diese Weise wird, von 
einigen Ausnahmen abgesehen, immer das am 5'Ende liegende Ci- 
10 stron effizient translatiert (Kozak, 1989). Alle nachf olgenden 
Cistrons warden gar nicht oder sehr ineffizient translatiert. 
Die Translations-Effizienz der nachf olgenden Cistrons konnte 
durch Optimierung des Abstandes zwischen den Genen ( intercistro- 
nische Regionen; Kozak, 1987; Wirth et al . , 1991) oder durch 
15 verwendung von sogenannten "high efficiency leader "-Sequenzen 
(HEL, s.o.) verbessert werden (z.B. Falcone und Andrews, 1991 
und Ref. darin). HEL' s sind solche 5 'nicht trans latierten Be- 
reiche von Genen oder auch anderen Sequenzen, welche die Initia- 
tion der "cap"-abhangigen Translation stimulieren. Auch bei 
20 derartigen Konstrukten sind jedoch die erreichbaren Expressions- 
werte fur das zweite und die nachf olgenden Cistrons immer deut- 
lich geringer als die * des ••cap"-abhangig regulierten ersten 
Cistrons . 

25 Ein in den letzten Jahren aufgedeckter Mechanismus zur intemen 
Trans lationsinitiation, d.h. der Start der Translation an einer 
mRNA ohne »cap"-Struktur , benutzt spezifische Nukleinsaurese- 
quenzen. Zu diesen Sequenzen zahlen die nicht trans latierten 
Bereiche einzelner Picoma-Viren, z.B. Polio-Virus, Encephalo- 
30 myocarditis -Virus, (Pelletier und Sonenberg, 1988; Jang et al., 
1988;. Jang et al., 1989) sowie einiger zellularer Proteine, z.B. 
BiP (Macejak und Samow, 1991). Bei den Picoma-Viren sorgt ein 
kurzer Abschnitt des 5 'nicht trans latierten Bereichs , das soge- 
nannte IRES (internal ribosomal entry site), fiir die interne 
35 Bindung eines Pra-Initiationskomplexes . Ein Bereich von 628 nt 
ist im Fall des Poliovirus Typ 1 fur die effiziente Initiation 
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dieser Translation notwendig. Untersuchungen zeigten, da/3 fiir 
eine effiziente Translation nicht nur die 4 00 Basenpaare des 3'- 
Bereiches von IRES, sondem auch der extreme 5'Teil des Poliovi- 
rus nicht-translatierten Region notwendig ist (Simoes und Sar- 
5 now, 1991). Auf der anderen Selte fiihrt das "capping", die Vor- 
aussetzung fur den normalen Initiationsmechanismus der Trans- 
lation, zu einer Reduktion der Effizienz der internen Initiation 
von Polio-Virus IRES, wenn er am 5'Ende einer entsprechenden 
mRNA lokalisiert ist (Hambidge und Sarnow, 1991). Der negative 
10 Effekt wird aufgehoben, wenn die IRES fiir die Initiation des 
zwexten Cistrons verantwortlich ist, also zwischen "cap" und 
IRES ein Cistron liegt. 

IRES-Elemente konnen also als Initiatoren fiir die effiziente 
Translation von Leserastern fungieren. Dabei beeinflussen sie 
dxe » cap "-abhangige Translation des ersten Cistrons nicht. Auch 
umgekehrt scheint eine Beeinf lussung der IRES-abhfingigen ini- 
tiation unabhangig von der "cap-abhangigen Translationsinitia- 
txon zu sein. Die Mechanismen beider Vorgange unterscheiden sich 
-0 auch deutlich in der Verwendung verschiedener zellularer Fakto- 
ren (Meerovitch et al., 1989; Jang und Wimmer, 1990). In der 
vergangenen Zeit wurden mehrere Untersuchungen publiziert, bei 
denen bxcistronische Expressionsplasmide verwendet wurden (Adam 
et al., 1991; Ghattas et al . , 1991; Kaufman et al.,1991; Wood et 
5al., 1991; wirth et al., 1991). Da aber of f ensichtlich die 
"cap "-abhangige Translation starker ist als die IRES-abhangige 
Translation, konnte eine stSchiometrische Expression zweier 
Proteinketten nicht erreicht werden. Die bisherigen Verwendungen 
konzentierten sich deshalb auf die Verwendung von Selektions- 
markern xm zweiten Cistron. Die enge Expressionskoppelung des 
Selektxonsmarkers mit dem zu exprimierenden Gen, welches das 
erste Cxstron darstellt, ist besonders vorteilhaft bei der Se- • 
lektxon .auf Hochexpression, insbesondere , wenn eine vorausge- 
hende Genamplif ikation erforderlich ist. Die Synthese aquimola- 
rer Proteinmengen von bi- oder multicistronischen Expressions- 
vektoren ist jedoch bisher nicht erreicht worden. 



PCT/EP93/02294 

WO 94/05785 

- 6 - 



Ein typisches Beispiel fur die Bedeutung, welche der aquimolaren 
Expression zweier verschiedener Proteinketten in rekombinanten 
Herstellungsverfahren zukonunen kann, ist die gentechnologische 
Gewinnung des Wachstumsf aktors aus Blutplattchen , "Platelet- 
5 Derived-Growth-Factor" (PDGF), einem der Hauptmitogene im 
menschlichen Blutserum. Aus menschlichen Thrombozyten aufgerei- 
nigtes PDGF besteht aus zwei unterschiedlichen , aber nahe ver- 
wandten Polypeptidketten , die durch Disulf idbriicken miteinander 
verkniipft sind. Unter reduzierenden Bedingungen zerfallt das 
10 dimere PDGF in seine monomeren untereinheiten , wovon die grSfiere 
(Kr 15-17.000 D) als PDGF-A-Kette und die kleinere (M* 14.000 D) 
als PDGF -B-Kette bezeichnet wird (Johnsson et al . , 1984). 

Die Proteinketten PDGF-A und -B werden von verschiedenen Genen 
15 kodiert. Die vollstandige Struktur beider Genprodukte konnte 
durch cDNA-Klonierung aufgeklart werden (Ratner et al., 1985, 
Betsholtz et al., 1986). Dabei zeigte es sich, da/3 beide PDGF- 
Molekule zunachst als ungewohnlich lange Vorlauf ermolekUle , sog. 
Precursoren, synthetisiert und anschlieflend intrazellular zu den 
20 reifen PDGF-Ketten prozessiert werden. Durch alternatives Spli- 
cen lassen sich zwei verschiedene PDGF-A-Transkripte erklaren, 
die sich durch An- oder Abwese'nheit eines 69-bp Segmentes im 3'- 
Bereich unterscheiden (Betsholtz et al . , 19 86; Wise et al., 
1989). Durch dieses Insert kommt es zu einer Anderung im codie- 
25 renden Abschnitt mit der Folge, daJl eine kurze (PDGF-A K , 110 
Aminosau'ren) und eine lange (PDGF-A L , 125 Aminosauren) Form der 
PDGF-A-Kette gebildet wird. Beide Varianten sind als normale 
zellulare Proteine nebeneinander nachweisbar, wobei die kiirzere 
Form die haufigere Spezies ist (Matoskova et al., 1989; Young et 
30 al . , 1990) . 

Beide Gene sind auf unterschiedlichen Chromosomen lokalisiert 
und zeigen einen hohen Homologiegrad. Eine Vielzahl von Arbeiten 
zeigt, dafi beide Gene unterschiedlichen Regulationsmechanismen 
35 unterliegen. Eine Folge davon ist, daB beide PDGF-Ketten nattir- 
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licherveise in verschiedenen Zelltypen in unterscniedlichem 
verhaltms zueinander produziert werden. 

5 ™llTcLTl ichm Isoiormen des PDGF <AA - M und BB > — 

cc-Granula gespeichert . Aus Uberlagerten menschlichen Blutplatt- 

: k ;; G n F n ; B ben de ™ die «en g e bildendsn P0GF ^, Heter p dlmer 

1988). FrlS ch praparierte Blutplattchen enthalten auch einen 
211 T Werden ' dafl ^ VM * te ^« der Thro^ozyten 

di: r:;™'/ 61 m beider H ° ra ° dime ~ —en 3 :,: 

P^rTo!! r °* die Konzentration Jeder 

15 H ^ S *" Thr0 ^ 02 ^ e " ■<«*»>* korrelieren sollte it inrer 

sondere der haufigsten Isoform, dem PDGF-AB eino 

B ede Utu „ 9 au£ der suche nach einem . wund riir;rr;. sr zr nde 

Jede der verschiedenen Isoformen besit7t h<~i • u 

Erst die verf - b — reko i i : 

PDGF-Isoformen (Hoppe et al., 1989; Hoppe et al loon, 

vergleichende Studien zur Differ'- / } 

»• u Dif-ferenzierung der unterschiedlichen 

25 Pot." 61116 RSihe =^u„ gen die untLchiedLIhe 

25 Potenz von PDGF— AA An no • ^ XJ - une 

n™, » V Chemotaxis- und DNA-Prolifera- 

tionstest (Hosang et al., 19e9 ; Ntster et al i 98B . ..fl, \ 
Broski,1989; Siegbahn et al 19901 . • * ' ' Y 

chen Pi„ fl „ B , „. >' 3 °" le deren unterschiedli- 

chen ExnfluB auf die Freisetzung von lnositol-1 4 S-trisoho., 
Phat, Production von Diacylglycerol und re.-, t'l, 
30 (Bloc* et al ., 1989; sacninidis et al. 19 0 V'"^ ^17" 

"prr* 1 r GF - R ezept ° — - ^ 

BB h ; P «»'-I«"o*« ™d der fl -Rezeptor nur PDGF- 

; * <""." » 88 '- H '^» « -I-. ».., liefern eiL 

35 PDGP r f ErWarUn9 da£te ' wie Kirkungsunterschiede der 

a'tl; r d " en Potenz zur Rezeptor- 

aktme ™ 9 »!• -flbaren unterschiedlichen i„ 
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vitro-Effekte der PDGF-Isof ormen, zusammen nit dem Nachwexs 
zweier verschiedenener Rezeptorpopulationen, lassen Ruckschlusse 
auf unterschiedliche In vivo Wirkungsspektren von PDGF-AA, AB 
und BB zu. Daher 1st die Produktion von reinem PDGF-AB , ohne 
5 PDGF-BB Oder PDGF-AA als Begleitproteine, wiinschenswert . Um ein 
homogenes, gut charakterisiertes Heterodimer zu erhalten, muflten 
die Homodimere sonst durch Reinigung vollstandig eliminiert 
werden, was durch die sehr ahnlichen chromatography chen Eigen- 
schaften aller PDGF Spezies zusatzlich erschwert wird. 



10 



Eine Reihe verschiedener Wage zur Herstellung von rekombinanten 
PDGF-Homodimeren, insbesondere PDGF-BB, sind zum Tell schon sext 
langerer Zeir bekannt (Kelly et al., 1985; Heldin et al., 1986; 
Hoppe et al., 1989; Beckmann et al., 1988; Bywater et al., 1988; 
15 stroobant & Waterfield 1984). Ein Herstellungsverf ahren fur 
hochreines PDGF-AB wurde von Hoppe et al. (1990, s.a. PCT/EP 
90/00 063) beschrieben. Hier werden die getrennt in unterschied- 
lichen E. coii-Zellen hergestellten , inaktiven Monomere durch xn 
vitro-Renaturierung in biologisch aktives PDGF-AB iiberfuhrt. 

20 Die bislang synthetisierten Genprodukte der drei PDGF-Isof ormen 
weisen, trotz variierender Lange der A- bzw. B-Einzelstrange, 
weitgehend Ubereinstimmende biologische Aktivitat auf. 

25 Fur die heterologe Expression von PDGF-AB Heterodimeren in euka- 
ryontischen Systemen gelten die eingangs erwahnten Kriterien der 
simultanen Expression zweier (oder mehrerer) Proteine. Dxe 
bisher publizierten Strategien zur Herstellung von PDGF-AB xn 
rekombinanten CHO-Zellen (Ostman et al., 1988) und mit Hilfe von 
30 Hefe-Expressionssystemen [EP 0 259 632) entsprechen dem oben 
unter 2) erlauterten Fallbeispiel , wo sich beide PDGF-Gene in 
unabhangigen Transkriptionseinheiten auf einem Vektor befinden. 
Die Quantif izierung der auf diese Weise in CHO-Zellen exprimxer- 
ten unterschiedlichen PDGF-Dimere ergab 19% fur PDGF-AA, 69% fur 
35 PDGF-AB und 12% fur PDGF-BB (Ostman et al., 1988). 
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Eine Grundvoraussetzung fur die bevorzuate Svntho* 
Heterodi^eren mit Hilfe .»)c.r y o I1 ti«ch.^p«. ^ 
nicht nur i n der stechio.etrLchen Repose 7^2?" ^ 
sondem in erster Linie auch in w K * PraSentanz ^ider Gene,- 
5 eu sehen. Daher bieten S ich bi t Bxpression 

teine und da.it des Poop.^ J ^^'^ P - 
ges System auch fur die Exore« 9 ° /01S5 ° Wird ein *«art±- 
unter Punkt 3) oben nMH EXP "" i0n V ° n PDGF beschrieben. Wie 
10 3 edooh „ ur sehr linitierte Exp J s ^ s " e e £ n er ;. kte 

nac„ £ o ig ende, Cistron.s,. ^^Tvon der Z e" t^" 
lokalisierten PDGF-Kette v»rH« Sten Cistr °" 

Typs gebildet bIs^ I VOrwie 9 e "« Ho-diaere dieses 

beide 9 p DGF !:: ne ^u". beschriebene Versucne , 

15 eukaryontiscnen 2 T lle " e r r f m rer in einer 

*«j.j.e zu exprimieren, fiihrten 7,, H n mrt ^ • 
benproduktanteiien „ Bereich VQn ' „e hr o" ^! W " 

dxesen Zelisyste,™ hochreines pdgp.ab 2u erL^en dem, ° Ch ^ 
"endige und extcen, verlu st reieh» p ■ • ernal "n- auf- 
werden. eriustrerche Remrgungstechniken angewendet 

20 

Es ist demgemSfi Aufgabe der Erfindung, Mitte , 2U s „ h „ 

deren Hilfe die rekombinante' Herst.? „ =chaf£en, mit 

Polypepti den oder deren ^llJZlTl ZJ- ^ " 

Mengen m oglich ist md die M *, " 3eUe±ls ~J»i»°laren 

25 Hetero<ai )m ere„ gewMhrleis^n Tu Sb e ^ T"" 9 " B "* m « V °" 
der naohgeschalteten ProteiL ° ad Wi "==haf tiichkeit 

betrachtlich verbesl Pr °" lnr — ^^=ver £ ahren „ird dadurch 



stroni- 



0 scne Expressionseinheit zur s™i.„,, „ tlcl 

tiden oder Untereinnei J deTe^ Yn" '™ P °^P" 

zellen vor 9 eschla„.n ? ae "elben rn Saugerzellen als wirts- 
9 -ei„e Polex ~zeio„„et ist durch die ail- 
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in der 



10 



15 



20 



30 



" p " e 



in transkriptionaler Promotor ist, 



.-5'DTR- eine nicht translatierte Nukleotidsequenz ist, 
n 1, 2 oder 3 ist, 

-C " und «C 2 " Cistrons sind, welche jeweils ein fur ein 
Polypeptid Oder dessen Untereinheit kodierendes Gen 
enthalten, wobei dann, wenn n 2 oder 3 ist, die Se- 
quenzen C 2 der auf einanderf olgenden Gruppen (IRES-Y-C 2 ) 
untereinander gleich oder verschieden sein kbnnen und 
femer C, und C 2 gleich oder verschieden sein k&nnen, 

"IRES" eine Nukleotidsequenz viralen, zellularen oder 
synthetischen Ursprungs ist, die in der Stufe der 
Translation fur die interne Initiation verantwortlich 

ist, 



»Y" eine Nukleotidsequenz ist, welche im Zusammenwir- 
ken mit IRES fur eine Expression des (der) in C 2 ent- 
haltenen Gens(e) auf solche Weise sorgt, dafi die Gen- 
produkte von C x und C 2 in aquimolaren Mengen exprimiert 
25 werden, 



3'UTR" eine ni 



und 



cht trans latierte Nukleotidsequenz ist 



"polyA" ein polyadenylierungssignal ist 



in den patentgemaAen Konstrukten wurde durch Einfiihrung interci- 
stronischer Elemente eine Xquivalenz der Translationsef f iz^enz 
35 erreicht und iiberraschenderweise eine 1:1 Stochiometrie der 
Genprodukte gefunden. Damit ist die wesentliche Grundlage fur 
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die Expression von Hetero (di )meren in Animalzellen geschaffen. 
Dadurch, dail die Expressionskapazitat der Zelle auf der Ebene 
der Transkription und Translation voll ausgeschopft ist und 
zudem als Folge einer nahezu vollstfindig erfolgten Heterodimeri- 
5 sierung aufwendige Reinigungsschritte zur Entfernung von Homo- 
(di)meren weitestgehend ent fallen konnen, wird eine hohe Wirt- 
schaf tlichkeit der Produktion des jeweiligen Proteins in SHu- 
gerzellen gewfihrleistet . 

* 

10 In den erf indungsgemaflen Expressionseinheiten komraen als Promo- 
toren alle diejenigen Promotoren in Betracht, die in eukaryonti- 
schen Zellen wirksam sind, d. h., die die Genexpression in euka- 
ryontischen Zellen initiieren kfinnen, Insbesondere konnen alle 
konstitutiven und induzierbaren Promotoren viralen (beispiels- 

15 weise die retroviralen "Long terminal repeats (LTR's) oder der 
friihe Promotor des Cytomegalie-Virus (CMV), zellulSren (bei- 
spielsweise die humanen Actin- oder Ubiquitin-Proraotoren ) oder 
synthetischen Ursprungs verwendet werden. Erf indungsgemai3 ist 
der SV4 0-Promotor bevorzugt . 

20 

Die 5'UTR und die 3'UTR sind beliebige, in der Regel nichttrans- 
latierte Nukleotidsequenzen , die regulierende Elemente enthalten 
konnen und die der operativen Verkniipfung von w C i tt bzw. f, C 2 M mit 
den Transkriptionskontrollelementen dienen . Erf indungsgemafi 
25 geeignet ist beispielsweise die SV-40-Sequenz aus pBEH nach 
Arte It et al. (1988). 

Als IRES konnen alle diejenigen Sequenzen viralen, zellularen 
oder synthetischen Ursprungs verwendet werden, welche eine in- 

30 terne Bindung der Ribosomen verraitteln. Beispiele fur derartige 
Sequenzen sind die IRES aus Poliovirus Typ 1, 2 oder 3 sowie 
ferner die 5'UTR des Encephalomyocardltls Virus (EMCV), des 
"Thellers murine encephalomyelitis virus" (TMEV), des "foot and 
mouth disease virus" (FMDV), des "bovine enterovirus" (BEV), des 

35 "coxsackie B virus" (CBV), des "human rhinovirus" (HRV) und die 
"human immunoglobulin heavy chain binding protein" (BIP) 5'UTR, 
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die Drosophlla Antennapedlae 5 'UTR, die Drosophila Ultrabithorax 
5'UTR Oder genetische Hybride oder Fragments aus den oben ange- 
fiihrten Sequenzen. Erf indungsgem&Jl bevorzugt ist die IRES aus 
Poliovirus Typ 1 gemSfi SEQ ID Nr. 5 welche die ersten 628 Nu- 
5 kleotide der 5' nicht-translatierten Region des Poliovirus Typ 1 
einschliefit . 

Als ** Y ** konnen alle diejenigen Nukleotidsequenzen eingesetzt 
werden , die im Zusammenwirken mit IRES wie in der allgemeinen 

10 Formal angegeben fiir eine Expression des (der) in C 2 enthaltenen 
Gens(e) auf solche Weise sorgt, dafl die Genprodukte von C x und C 2 
in aquimolaren Mengen exprimiert werden. Insbesondere kommen 
die Xenopus laevis ii-Globin 5' UTR (Falcone and Andrews, 1991; 
Patient et al., 1983), die Alfalfa mosaic virus RNA4 5' UTR 

15 (Jobling and Gehrke, 19 87 ), die Ferritin 5' UTR (animal, Klaus- 
ner and Harford, 1989), die Tobacco mosaic virus 5' UTR ("Ome- 
ga") plus Leadermutanten (Gallie et al., 1987A, 1987B; Gallie et 
al.,(1988), die Turnip yellow mosaic virus (TYMV) 5' UTR, die 
Br owe mosaic virus (BMV) RNA3 5' UTR und die -Rous sarcoma virus 

20 (RSV) 5' UTR (vgl. jeweils Gallie et al . , 1987B) , die Adenovirus 
tripartite leader (Ll-3) und Varianten (Berkner, Zymogenetics ) 
WO 90/01550; Berkner and Sharp (1985); Kaufman (1985), die Xeno- 
pus borealls 5' UTR J3-Globin und die Xenopus troplcalls 5' UTR 
B-Globin (vgl. jeweils Knoechel et al . , 1986) in Betracht, wobei 

25 die P-Globinsequenz aus Xenopus laevis gemafl SEQ ID NO: 4 erfin- 
dungsgemafl besonders bevorzugt ist. 

Gemafi einer besonders bevorzugten Ausf iihrungsf orm der Erfindung 
ist IRES die Poliovirus Typ 1 UTR gemSfl SEQ ID NO: 3 und "Y" die 
30 {J-Globinsequenz aus Xenopus laevis gemafi SEQ ID NO: 4. 

Weitere geeignete IRES und M Y" Sequenzen kimnen zudem mit dem 
unten naher beschriebenen Verfahren, welches ebenfalls Teil der 
Erfindung ist, ermittelt werden. 



t 

WO 94/05785 



PCT/EP93/02294 



- 13 - 



Die Cistrons C, und C 2 konnen unabhangig voneinander und in 
beliebiger Reihenfolge jeweils ein Gen enthalten, welches fur 
eine Polypeptid-Komponente eines aus 2 oder mehreren derartiger 
Komponenten bestehenden singulSren oder heteromeren Proteins 
5 kodiert, wobei die Gene erf indungsgemafl aquimolar exprimiert 
werden und die Komponenten demgemSfi innerhalb einer Wirtszelle 
jeweils im VerhSltnis 1:1 zur Verfiigung stehen. Es k6nnen also 
die Cistrons c 1 und C 2 untereinander gleich oder verschieden 
sein, und die Cistrons C 2 der auf einanderf olgenden Gruppen (IRES- 
10 Y-C 2 ) konnen untereinander gleich oder verschieden sein. Ins- 
besondere kfinnen C, und C 2 jeweils Gene enthalten, welche fiir die 
verschiedenen Untereinheiten von Faktor VIII, Kreatin-Kiriase , 
Hamoglobin, Immunglobulinen, Histokompatibilitats-Antigenen , T- 
Zell Rezeptoren, Scatter-Faktor (HGF-SF) , Mitglieder aus 'der 
15 Famlie. des Transforming Growth Factor Typ ft, Bone Morphogenic 
Protein (BMP), Mitglieder der Integrin-Familie, Mitglieder der 
Inhibin-Familie, PDGF oder deren naturliche oder synthetische 
Varianten und Derivate kodieren. 

20 Gemafi einer besonders bevorzugten Aus fuhrungs form betrifft die 
Erfindung PDGF-AB; demgemafl ist in der besonders bevorzugten 
Expressionseinheit »n» gleich 1, und Cl und C 2 enthalten alterna- 
te ein fiir die A- oder die B-Kette von PDGF, ein biologisch 
aktives Analogon oder ein Fragment derselben kodierendes Gen 

25 wobei beide Gene gleichzeitig in der Expressionseinheit vertre- 
ten sind. 

Prinzipiell muflten jedoch fur die Produktion von PDGF-AB zusatz- 
lich Veranderungen am PDGF-B-precursor vorgenommen werden, da 

30 sich PDGF -A- und B-Vorlauf ermolekiile in ihren biophysikalischen 
Exgenschaften unterscheiden . Es ist bekannt, dafi die Expression 
von PDGF-B nicht zwangslauf ig mit der Sekretion biologisch akti- 
ven Materials korreliert. Ein Groflteil des exprimierten PDGF-BB 
bleibt in enger Assoziation mit der Cytoplasmamembran (Robbins' 

35 et al., 1985). In CHO-Zellen ist die Expression von PDGF-B mit 
Hilfe monocistronischer Express ions vektoren deutlich geringer 
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als die von PDGF-A. Die Ursache hierfiir liegt darin, daJ3 PDGF-BB 
extrazellular iiber eine elektrostatische Wechselwirkung an der 
Plasmamembran der Produzentenzelle zuriickgehalten und nur zu 
einem geringen Teil in das Medium abgegeben wird (La Rochelle et 
5 al., 1990; La Rochelle et al., 1991; tistman et al . , 1991). Fiir 
die Vermittlung der Retention ist ein kurzer Abschnitt des C- 
terminalen Bereich des PDGF-B-precursors verantworlich (Ostman 
et al., 1991). In den patentgemafien Konstrukten wurde dieser 
Abschnitt der PDGF-B-Vorlauf ersequenz durch die Einf iihrung eines 
10 Stop-codons an das 3'-Ende der reifen PDGF-B-Kette entfemt. Die 
entsprechend verkiirzte DNA-Sequenz fiir den PDGF-B-precursor wird 
als B190 gekennzeichnet . Sekretiertes PDGF-BB aus Kulturiiber- 
standen von Zellen, die mit diesem Konstrukt transf ormiert war- 
den, wird als B* bezeichnet. 



15 



Zur Herstellung von PDGF-AB nach der Erfindung konnen Cj oder C 2 
die PDGF-A K - (SEQ ID Nr. 1) oder die PDGF-A L Vorlauf er-Sequenz , 
die vollstandige PDGF-B Vorlauf ersequenz (SEQ ID Nr. 3), das v- 
sis-Gen aus Simian Sarcoma Virus oder die Basenpaare 283 bis 609 
20 gemaJi SEQ ID Nr. 3 oder ein Genfragment enthalten, das fiir ein 
PDGF-B-Vorlaufermolekiil kodiert, welches durch Ersetzen des fiir 

* 

Arginin kodierenden Codons in der Aminosaureposition 191 des 
PDGF-B-precursors durch ein Translations-Stop-Codon verkiirzt 
ist. Die vorgenannten Gene konnen in beliebiger Kombination 
25 vorliegen, soweit jeweils ein fiir die A- und die B-Kette kodie- 
rendes Gen vorhanden ist . 

Erfindungsgemafl besonders bevorzugt ist eine Expressionseinheit , 
in der C t und C 2 altemativ die PDGF-A K -Sequenz (SEQ ID Nr. 1) 
30 oder die verkiirzte PDGF-B Vorlauf ersequenz (SEQ ID Nr. 24) ent- 
halten und beide Gene gleichzeitig in der Expressionseinheit 
vertreten sind. 

Zur Ermittlung weiterer geeigneter IRES und "Y" Sequenzen wie 
35 unten im Einzelnen beschrieben dienen Expressionseinheiten , in 
denen "n M 1 ist und d und C 2 voneinander verschiedene Reporter- 
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* 

gene enthalten . Geraa/i einer besonders bevorzugten Ausf iihrungf orm 
der Erfindung enthalt eine derartige Expressionseinheit als 
Reportergene die fiir Lucif erase (SEQ ID Nr. 22) und fur sekreto- 
rische alkalische Phosphatase (SEQ ID Nr. 20) kodierenden Gene. 

Gegenstand der Erfindung sind ferner rekombinante DNA Vektoren, 
welche die erf indungsgemfi/ien Expressionseinheiten operativ in- 
sertiert enthalten. Erf indungsgema/i bevorzugte Vektoren und 
deren Herstellung sind in den Figuren 1 bis 6C dargestellt. 

Die Erfindung schlieflt ferner Wirtszellen ein, welche Saugerzel- 
len sind und die mit einem Vektor transf ormiert sind, der die 
erfindungsgemafle Expressionseinheit operativ irisertiert tragt. 
Vorzugsweise handelt es sich urn CHO- oder BHK-Zellen. 



15 



Eine besonders bevorzugte Ausf Uhrungs form der Erfindung betrif f t 
Wirtszellen, insbesondere BHK-Zellen, die mit Vektoren transf or- 
miert sind, die eine der fiir PDGF-AB kodierenden Expressionsein- 
heiten tragen, wie sie oben im einzelnen beschrieben sind. Vor- 
20 zugsweise handelt es sich urn Vektoren, in denen C» und C 2 alter- 
nativ die PDGF-Ar— Sequenz (SEQ ID Nr. 1) oder die vollstandige 
(SEQ ID Nr. 3) bzw. die verkiirzte (SEQ ID Nr. 24) PDGF-B Vor- 
lauf ersequenz enthalten. 

25 Erfindungsgemaii transf ormierte PDGF-AB produzierende BHK-Zellen 
wurden uhter der Bezeichnung 92-22-6 (pSBC-PDGF-A/-G-B190 , s. 
Tab. 2) entsprechend DSM ACC 2048 oder 92-22-7 (pSBC-PDGF-B190/ 
G-A, s. Tab. 2) entsprechend DSM ACC 2049. am 11. 8. 1992 bei der 
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und. Zellkulturen GmbH 

30 (DSM) hinterlegt. 

Zur Ermittlung weiterer geeigneter IRES oder " Y" Sequenzen wer- 
den Wirtszellen kultiviert, die mit Vektoren transf ormiert sind, 
die Reportergene enthaltende Expressionseinheiten tragen, wie 
35 sie oben im einzelnen beschrieben sind. Vorzugsweise handelt es 
sich urn erf indungsgemafie Vektoren, welche die fiir Lucif erase und 
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fur sekretorische alkalische Phosphatase kodierenden Gene ent- 
halten. 

Erf indungsgemSfl mit den Genen fur Lucif erase (SEQ ID Nr. 22) und 
5 sekretorische alkalische Phosphatase (SEQ ID Nr. 20) transfor- 
mierte Wirtszellen wurden unter der Bezeichnung 91-46-9 (pSBC- 
SEAPZ-G-IiUC, s. Tab. 1) entsprechend DSM ACC 2046 und 91-46-10 
(pSBC-G-SEAP/IiUC, s. Tab. 1) entsprechend DSM ACC 2047 am 11. 8- 
199 2 bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zell- 
10 kulturen GmbH (DSM) hinterlegt . 

Die Erfindung schliefit ferner Verfahren zur Herstellung von 
solchen Proteinen ein, die aus Squimolaren Anteilen unterschied- 
licher Polypeptiduntereinheiten bestehen, indem man Wirtszellen , 
15 die mit den oben im einzelnen beschriebenen erf indungsgemaflen 
Expressionseinheiten transf ormiert sind, in einem geeigneten 
Medium kultiviert und das so erzeugte Protein von den Zellen und 
dem Medium abtrennt . 

20 Beispielsweise konnen auf diese Weise Proteine wie Faktor VIII, 
Kreatin-Kinase , Hemoglobin , Immunglobuline , Histokompatibili- 
tSts-Antigene , T-Zell Rezeptoren, Scatter-Faktor (HGF-SF) , Mit- 
glieder aus der Famlie des Transforming Growth Factor Typ R, 
Bone Morphogenic Protein (BMP), Mitglieder der Integrin-Familie , 

25 Mitglieder der Inhibin-Familie , PDGF oder natiirliche oder syn- 
thetische Varianten oder Derivate derselben hergestellt werden . 

Mit den erf indungsgemafien Vektoren ist es auch erstmals m5glich, 
Dimere des PDGF oder anderer Proteine, von denen verschiedene 

30 Spliceformen existieren, wie beispielsweise VEGF (Vascular Endo- 
thelial Growth .Factor) zu erzeugen, die bisher nicht ohne weite- 
res herstellbar waren , wie dimeres PDGF-A des Typs lange/kurze 
Kette, PDGF-Al/PDGF-A^ oder Molekiile des Typs PDGF-B/ v-sis. Eine 
andere MSglichkeit stellen Di- oder Multimere dar, in denen nur 

35 eine Kette Signalsequenzen f iir eine posttranslationale Modif ika- 
tion, beispielsweise ein Glykosylierungssignal , enthalt. Damit 
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sind also "einseitigj* glykosylierte oder anderweitig modifizier- 
te Proteine herstellbar. 

Gemafl einer besonders bevorzugten Ausf iihrungsf orm der Erfindung 
5 dient das Verfahren zur Herstellung von heterodimerem rPDGF-AB 
indent man Wirtszellen, die mit Vektoren transf ormiert sind, 
welche erf indungsgemSiJe Expressionseinheiten tragen, die f Ur die 
PDGF-A- und B-Ketten kodierende Gene tragen, in einem geeigneten 
Medium kultiviert, wie oben im einzelnen beschrieben. Das so er- 
10 zeugte rPDGF-AB wird anschliefiend von den Zellen und dem Medium 
abgetrennt . 

In Beispiel 2 konnte gezeigt werden, daJ3 es mit Hilfe der erfin- 
dungsgemSfien bicistronischen Vektorsysteme moglich ist, aus- 
15 schliefilich oder nahezu ausschliefllich PDGF-AB Heterodimere zu 
erzeugen und der Synthese von PDGF-Homodimeren entgegenzuwirken . 
Unerwarteterweise wird in diesem Konstrukt die Expressionshohe 
des zweiten Cistrons derart stimuliert, da/3 diese der Expres- 
sionshohe des ersten Cistrons entspricht. 

20 

Vorzugsweise werderi in diesem Zusammenhang erf indungsgemSJJ BHK 
Zellen kultivert, die mit Vektoren transf ormiert sind, in denen 
Ci und C 2 alternativ jeweils die PDGF-A K -Sequenz (SEQ ID Nr. 1) 
oder die vollstandige (SEQ ID Nr. 3) bzw. die verkiirzte (SEQ ID 
25 Nr. 24) PDGF r B Vorlauf ersequenz enthalten. 

Als Medium kommen alle bekannten Medien zum Kultivieren von Sau- 
gerzellen in Betracht, einschliefilich synthetischer, protein- 
freier oder proteinarmer Produktionsmedien . Erf indungsgemaJi wur- 
30 de DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium), angereichert mit 
4,5 g/1 Glukose und 5 bis 10 % FCS, bevorzugt • 

Das rPDGF-AB kann nach herkSmmlichen Verfahren (vgl. beispiels- 
weise Gstmann et al . 1988), von den Zellen und dem Medium abge- 
35 trennt werden . Vorzugsweise bietet sich ein fur PDGF-AA aus BHK- 
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Zellen entwickeltes und hoch effizientes Verfahren (Eichner et 
al., 1989) an. 

Gegenstand der Erfindung ist schliefilich heterodimeres rPDGF-AB , 
5 welches im wesentlichen frei ist von homodimeren Begleitproduk- 
ten und welches erhSltlich ist. durch Kultivieren der oben be- 
schriebenen, erf indungsgemSJien Wirtszellen. tlberraschenderweise 
hat es sich gezeigt, daJ3 die mit dern erf indungsgemMflen Konstrukt 
trans formierten Wirtszellen das heterodimere PDGF-AB mit einer 
10 Reinheit von 90% und mehr, bezogen auf die Gesamtmenge des ge- 
bildeten PDGF, sezemieren. Erf indungsgemail bevorzugt ist 
heterodimeres PDGF-AB, welches zuganglich ist durch Kultivieren 
von BHK-Zellen, trans formiert mit dem erf indungsgemS/len Kon- 
strukt . 

15 

Das erf indungsgeraSJle rPDGF-AB unterscheidet sich von den bisher 
bekannten rekombinanten PDGF-AB Produkten in erster Linie durch 
seinen hohen Reinheitsgrad . Wie eingangs ausgefiihrt, ist bisher 
kein rekombinantes Verfahren beschrieben worden, bei dem 90% und 
20 mehr des erhaltenen Produktes aus dem Heterodimeren besteht. Da 
die vollstandige Abtrennung der Homodimeren von dem Heterodime- 
ren nahezu unmSglich ist, sind die bekannten Produkte zwangs- 
lSLufig Gemische aus alien 3 Isoformen. 

25 Dariiberhinaus haften den bekannten Produkten, abhangig von deren 
Herstellung, in mehrfacher Hinsicht Nachteile an. So ist es be- 
kannt f dafl die heterologe Genexpression in Hefezellen, wie in EP 
259 632 oder 288 307 beschrieben, zu Proteinprodukten mit gegen- 
iiber dem humanen Produkt verSnderten Glykosylierungsmustern 

30 fiihrt. Zudem ist in Hefezellen exprimiertes PDGF-B zumindest 
teilweise unvollstandig prozessiert und/oder proteolytisch abge- 
baut (vgl. WO 912/01716). Derartige Produkte weisen somit ein 
ver&nder'tes Kohlenhydratmuster auf, und sie sind mit proteoly- 
tischen Abbauprodukten verunreinigt • Zur Vermeidung der vorge- 

35 nannten Nachteile beschreibt die WO 92/01716 Verfahren zur Her- 
stellung modif izierter PDGF-Ketten, bei denen die Konsensus- 
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Sequent fur die Glykosylierung bz„. die Protease sensitiven 
TT h™ Sind - "odlfttationen beeinfiussen 

iToTlieT ° 9iSChS d - Produktes <vgi. wo 

5 

Geman einer besonders bevorzugten Ausf Uhrungsf or*, der Erfindung 

ZIT b r\ tiViere " ^ transformed BHK- 

zeaien, beispielsv,eise durch Kultivieren derjenigen Zellen 

io od : ;™r; de : B ° z T n ™ g 92 - 22 - 6 *c C 20 : 

Oder 92-22-7 entsprechend DSM ACC 2049 „ „. e . 1992 bei der 

^TbTt T 1Un ' ^ Mik "°^" i — Selikuituren a-J 

(DSM) hmterlegt vmrden, heterodi-eres rPDGF-AB gewonnen. 

15 P^F »\""» T W ° 90/08163 Hersteliung von 

PDGF-AB ln Bakterienzellen, insbesondere in E. coll bekLnt 

it: ::r*iT fi i za einem nicht — 

nine nacn diesem Verfahrpn ir> c ^ 7 « „ . , 

Kette i.=, ■ w rIahren ln coij - fallen exprimierte PDGF-B 
"! !■ arcinoterrcinal m 12 Aminosauren verkttrzt Dar- 

2 o ZlTllT das produkt aus Bakterien — 

Tularen ""J 0193 " 9 ' bei dera di * inter- und intra.ole- 

1 Protein?" 9 "^ DiSUlfi ™- ™* k o« ekt e Faltung 

ues proteins nicht gewShrleistet ief mi > ^ ^ ^ 

v WGJlJ - ieisiet ist, mit der Folge, da/3 die 

x^unoiogiscben Eigenscnaf ten des- Products verandert und dL 
bxolog.sche Aktivitat beeinfluflt verden kBnnen. 

25 

Das heterodimere rPDGF— AB gemafl der Erfindung „i rd vorzugsweise 
T" T P>~tiscn vertragiicnen Hiif s- und Tragic ! 

!uL roIu a r a r tiSCheS PrSPar "' ^"-o— » «r die Wundhei- 
30 Pfll ' 0rmUlle " • In dl — ^sa^enhang kann es als Wirkstoff i„ 
30 Wundverbanden und dergleichen enthaiten sein. Es ist 

besonders fur die topische Verabreiohung geeionet e„ V 

wlrkstofT L I atl ° nen in BetraCht ' " d " en d « 
IZTTJ , eingebracht Oder subkutan verabreicKt 

35 f A Beispielsweise kann das PDGF-AB in einer geeigneten Matrix 

?:; e iTTi?' m wundran dbereich sutkutan appiL -« 

oaer dxrekt subkutan injiziert werden. 
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Ferner eignet sich das erf indungsgemafie heterodimere rPDGF-AB 
Z ur Herstellung von kosmetischen Praparaten, zum Beispiel zur 
Hautregeneration, zur Hautglattung, zur Verhinderung der Narben- 
bildung Oder der Hautalterung sowie zur Anwendung bei Sonnen- 
5 brand . 

Geeignete Hilfs- und Tragerstoffe schlieAen Cellulose-Gele auf 
wassriger Basis, biologisch abbaubare Polymers sowie jegliche 
Salben- und Cremebasis und Sprays ein. Ferner kfinnen zusatzliche 

10 Wirkstoffe, welche die Wundheilung beeinf lussen , wie beispiels- 
weise Kollagen, Fibronektin, Faktor XIII, Fibroblasten Wachs- 
tumsfaktor ( aFGF , bFGF ) , Trans formierender Wachstums faktor Typ 
oc Oder p, Epidermis Wachstums f aktor , Insulin oder Insulin-Like 
Growth Factor (IGF I, II) oder weitere Wachstumsf aktoren in den 

15 erfindungsgemaflen Praparaten enthalten sein. Die erf indungsgemM- 
flen Produkte kSnnen beispielsweise auch in Wundverbanden • in 
wassriger LSsung vorliegen. 

Wie oben dargelegt liegt der Erfindung die Erkenntnis zugrunde, 
20 da A durch den Einbau einer bestimmten Sequenz "Y" die IRES-ab- 
hangige Translation von C 2 so gesteigert werden kann, dafi sie die 
••cap"-abhangige Translationsef f izienz erreicht. Die Sequenz "Y" 
ist demgema/J in der Lage , mit der IRES so zu kooperieren, dafl es 
zu einer Steigerung der IRES-abhangigen Translationsinitiation 
25 kommt, welche mindestens der Eff izienz der cap-abhangigen Trans- 
lationsef f izienz entspricht. Sequenzen "Y", welche diese Funk- 
tion erfiillen, sind oben ausfiihrlich beschrieben. Patentgemafl 
wird die B-Globin 5'UTR aus Xenopus laevls bevorzugt. 

30 Weitere Sequenzen, welche die erf indungsgemaflen Voraussetzungen 
erfiillen, lassen sich nach einem Verfahren ermitteln, bei dem 
zum Auffinden von translations-beeinf lussenden Sequenzen "Y" , 
welche im Zusammenwirken mit IRES in Expressionseinheiten nach 
der Erfindung die aquimolare Expression der Genprodukte von C! 

35 und C 2 bewirken, 



WO 94/05785 



PCT/EP93/02294 



- 21 - 



10 



(a) die zu untersuchenden Sequenzen als Y in bi- oder 
multicistronische Express ions einheiten eingebracht 
werden, in denen C { und C 2 jeweils ein Reportergen 
enthalten, wobei diese Gene fur verschiedene und 
leicht voneinander dif f erenzierbare Genprodukte kodie- 
ren, 

(b) Vektoren konstruiert werden , welche die jeweilige 
Expressionseinheit operativ insertiert enthalten, 

(c) Saugerzellen als Wirtszellen mit den Vektoren aus 
Stufe (b) trans forraiert und in einem geeigneten Medium 
kultiviert werden, und 

15 ( d ) die Expressionsprodukte von C 1 und C 2 in dem Medium 

oder nach Abtrennen von den Zellen und/oder dem Medium 
quantif iziert werden . 

Vorzugsweise werden in Stufe (c) CHO- oder BHK-Zellen als Wirts- 
20 zellen verwendet werden, wobei BHK-21-Zellen besonders bevorzugt 
sind. 

Alternativ konnen weitere IRES Sequenzen, welche die erfindungs- 
gemafien Voraussetzungen erfiillen, nach einem Verfahren ermittelt 
25 werden, bei dem man zum Auffinden von translations-initiierenden 
Sequenzen IRES, welche im Zusammenwirken mit "Y" in Expressi- 
onseinheiten nach den Anspriichen 1 bis 15 die aquimolare Expres- 
sion der Genprodukte von C x und C 2 bewirken, 

30 ( a ) die zu untersuchenden Sequenzen als IRES in Expres- 

sionseinheiten einbringt, in denen C 1 und C 2 jeweils 
. ein Reportergen enthalten, wobei diese Gene fur ver- 
schiedene und leicht voneinander dif f erenzierbare 
Genprodukte kodieren , 
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(b) 



Vektoren konstruiert, welche die jeweilige Expres- 
sionseinheit operativ insertiert enthalten, 



5 



(c) 



SSLugerzellen als Wirtszellen mit den Vektoren aus 
Stufe (b) transformiert und in einem geeigneten Medium 
kultiviert , und 



10 



(d) 



die Expres s ionsproduk t e von C x und C 2 in dem Medium 
oder nach Abtrennen von den Zellen und/oder dem Medium 
quantif iziert . 



Vorzugsweise werden in diesem Verfahren CHO- oder BHK-Zellen als 
Wirtszellen verwendet und in besonders bevorzugter Weise BHK- 
Zellen, die als Reportergene die fiir Luciferase und fur sekreto- 
15 rische alkalische Phosphatase kodierenden Gene, (LUC) bzw. 
(SEAP), enthalten. 

Die Erf indung wird nachfolgend anhand von Figuren und Beispielen 
erlautert . 
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I. Beschreibung der Figuren: 

Fig. 1) Herstellung der Basisvektoren pSBC-1 und pSBC-2 * 

5 Fiir die Konstruktion des Vektors pSBC-1 wurde ein 627 bp Msel/ 
Ball-Fragment aus dem Plasmid pGEM3-5 ' Polio (M) (Sarnow, 1989) 
als Matritze ftir eine PGR mit folgenden Primern verwendet (Fig. 
1): . 

10 5'-Poliol 5 *TTT CTGCAG AAGCTT AAAAP A^rTPTr^r. 3 ' (S EQ ID Nr. 14) 

PstI Hindi I I 

3'-Polio2 5 TT GCGGCCGC AATCCAATTCGCTTTATG 3 ' (SEQ ID Nr. 15) 

NotI 

Das nach der Amplif ikation erhaltene 652 bp Fragment wurde mit 
Pol I K behandelt, anschlieflend mit PstI gespalten und in den 
entsprechend praparierten Vektor pBEH (Artelt et al . , 1988) 
insertiert. Fur die Konstruktion des Vektors pSBC-2 wurde das 
20 Plasmid pBEH mit EcoRI linearisiert und die folgenden Oligonu- 
kleotid-sequenzen hybridisiert und insertiert: 

E-N-El 3 'aATT GCGGCCGC G 3 ' (SEQ ID Nr. 16) 

E-N-E2 3 ' CGCCGGCG CTTAA S ' (SEQ ID Nr. 17) 

25 

Fig. 2A und B) Konstruktion der Expressionsvektoren pSBC-LUC/ 
SEAP und pSBC-SEAP/LUC 

30 Die kodierenden cDNA-Sequenzen der Gene fiir Lucif erase und se- 
kretierte alkalische Phosphatase wurden unter Verwendung von 
EcoRI/Hindlll Restriktionen in die monocistronischen Vektoren 
pSBC-1 und -2 insertiert (Fig. 2A und 2B) . Die Fusion beider 
Vektoren zu einer bicistronischen Expressionseinheit wurde mit 

35 Hilfe der Restriktionsenzyme Xranl/NotI durchgef iihrt . 
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Fig, 2C) Konstruktion der Plasmide pSBC-SEAP/-G-LUC und pSBC- 
LUC/-G-SEAP 

Die Expressionskonstrukte pSBC-SEAP/-G-LUC und pSBC-LUC/-G-SEAP 
5 leiten sich aus den in Fig. 2A und 2B dargestellten Plasmiden 
ab. Sie enthalten zusatzlich das Oligomer G (SEQ ID Nr. 6), das 
in die singulSre Notl-site ligiert wurde. Das Oligomer G ist so 
konstruiert, dail durch Ligation in die Notl-site die 5 '-Notl- 
site verloren geht (eine Sall-site ist hier enthalten), aber die 
0 3 '-Notl-site erhalten bleibt. 

Fig. 3) Schematische Darstellung des Vektors M13BCL1 

In der Vektorkarte ist der c-s±s (PDGF-B) homologe Bereich aus 
5 pMVW-2 angegeben. Der Bereich des reifen PDGF-B und der Ncol/ 

* 

Sail Adapter sind durch schwarze Balken hervorgehoben • 

Fig. 4) Rekonstitution der vollstSndigen PDGF-B-VorlSLuf ersequenz 

0 Das Plasmid pMVW-2 enthSlt die cDNA des humanen PDGF-B Gens, 
welches im 5 ' -trans latierten Bereich der VorlHuf ersequenz un- 
vollstandig ist (Weich et al., 1986 ). Fiir die Rekonstitution des 
authentischen PDGF-B precursors wurde in den 5 ' -terminalen Be- 
reich des Vorlaufers durch einen C-T-Austausch in Position 30 

5 des codogenen Abschnittes des Klons pMVW-2 eine Bcll-Schnitt- 
stelle eingefiihrt. Durch diesen Schritt geht letzlich nur ein 
kurzer Abschnitt des kodierenden Bereiches verloren und die 
lokal codierte Aminosaure ( Asparaginsaure ) bleibt dabei erhal- 
ten. Da die Bcll-Schjiittstelle in den meisten E. coli-StSmmen 

10 durch Methylierung resistent gegeniiber enzymatischer Spaltung 
ist, mufi das diese Schnittstelle enthaltene Fragment entweder in 
einen danf-Stamm umkloniert, oder iiber einen PCR-Schritt amplifi- 
ziert werden. Der fehlende Bereich des Vorl&ufers wird dann als 
synthetisches Sall/Bcll-Fragment [Oligomere PPDGFB1 und PPDGFB2] 

35 eingesetzt. 
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Hierfiir wurde zunachst das 914 bp BamHI/NcoI-Fragment aus pMVW-2 
iiber einen synthetischen Adapter [Oligomere NCCLSA1 , SEQ ID Nr. 
9 und NCCLSA2 , SEQ ID Nr. 10] in den BamHI/Sall-gespaltenen Bak- 
teriophagen M13mpl9 (Pharmacia) insertiert. Dieses Konstrukt 
5 lieferte die notwendige Einzelstrang-DNA fur den nachgeschal- 
teten In vitro Mutageneseschritt, der mit Hilfe des Oligomer- 
directed In vitro mutagenesis system (Version 2) der Fa. Amer- 
sham, basierend auf der Methode von Eckstein et al. [Taylor et 
al., (1985), Nakamaye K. und Eckstein F • (1986), Sayers et al. 

10 (1988)] durchgefiihrt wurde. Durch den synthetischen Primer 
PDGBBCL (SEQ ID NR. 11) wird nach der Mutagenese ein Basenaus- 
tausch (C zu T) in Position 144 der unter SEQ ID Nr. 3 darge- 
stellten Sequenz erreicht und dadurch im 5'-Bereich des PDGF-B 
precursors eine Bel I-Schnitts telle eingefiihrt. Dieses Mutagene- 

15 sederivat wurde als M13BCL1 bezeichnet (Fig. 3). 

Ein 1100 bp Fragment aus M13BCL1 wurde iiber einen PCR-Schritt 
mit Hilfe der Primer M1317MER (SEQ ID Nr. 7) und M1324MER (SEQ 
ID Nr. 8) amplif iziert, anschlieBend einer Bcll/Hindlll-Restrik- 
tion unterworfen und das resultierende 7 70 bp Fragment isoliert. 

20 Die synthetischen Oligomere PPDGFB1 (SEQ ID Nr. 12) und PPDGFB2 
(SEQ ID Nr. 13) bilden den fehlenden 5'-Bereich des PDGF-B-Vor- 
laufers bis zur Bcll-Schnittstelle . Nach dem Annealing wurde 
dieses doppelstrangige Oligomer anschlieJiend > zusammen mit dem 
770 bp PDGF-B Fragment, in den mit einer Sall/Hindlll Restrik- 

25 tion vorbereiteten Vektor pGEM-2 (Promega) ligiert (Fig. 4). Die 
authentische Sequenz von PDGF-B wurde durch vollst&ndige Sequen- 
zierung yerifiziert. 



Fig. 5) Herstellung einer sekretorischen PDGF-B-Kette 



30 



Die Expression des PDGF-B Gens iiber monocistronische Ex- 
pressionsvektoren ist in BHK-Zellen geringer als die von PDGF-A. 
Die .Ursache hierfiir ist, da/i PDGF-BB extrazellulSr an der Plas- 
mamembran der Produzentenzelle zurxickgehalten und nur zu einem 
35 geringen Teil in das Medium abgegeben wird (La Rochelle et al . , 
1991; Ostmann et al . , 1991). Die Retention von PDGF-B wird durch 
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den carboxyterminalen Bereich, der bei der Freisetzung von PDGF- 
B natlirlicherweise abgespalten wird, vermittelt (La Rochelle et 
al., 1991). Fiir die Herstellung einer besser sekretierbaren 
PDGF-B Variante wurde eine PCR-vermittelte Mutagenese durchge- 
5 fiihrt, bei der ein Stopcodon an der AminosSure in Position 191 
des PDGF-B-precursors (Arg) eingefUgt wurde. In der so herge- 
stellten Mutante (PDGF-B190, SEQ ID Nr. 24) wird der fiir die 
Retention verantwortliche Bereich nicht exprimiert . Das 610 bp 
lange PCR-Produkt wurde unter Verwendung folgender Primer erhal- 
10 ten (Fig. 5) : 

PDGF-B190 PrimI 5 GAATTCGAGCTCGCCCGGG 3 ' (SEQ ID Nr. 18) 

PDGF-B19 0 Primll 5 ' CCCGGGAAGCTTCCGGTTATCAGGTCACAGGCCGTGC 3 * 

(SEQ ID Nr. 19 ) 

15 

Fig. 6A und B) Konstruktion der Expressionsvektoren pSBC-PDGF- 
A/B und pSBC-PDGF-B/A 

Die vollstSndige codierende cDNA fiir den PDGF-B precursor (Rat- 
20 ner et al., 1985) liegt in dem Vektor pGEM2 -PDGF-B vor (Fig. 4). 
Die vollstSndige cDNA-Sequenz der kurzen Variante der PDGF-A- 
Kette (Betsholtz et al-, 1986) ist im Expressionsvektor pODA 
(Eichner et al . , 1989) enthalten. Dieser Vektor wurde erhalten 
durch Klonierung des Rsa I -Fragments aus pPGF-1 (Hoppe et al., 
25 1987) in den SV-40 Expressionsvektor pBEH (Artelt et al . , 1988). 
Die kodierenden cDNA-Sequenzen der PDGF-A- und -B-Kette wurden 
unter Verwendung von EcoRI/Hindlll Restriktionen in die monoci- 
stronischen Vektoren pSBC-1 und -2 (Fig. 1) insertiert. Die 
Fusion beider Vektoren zu einer bicistronischen Expressionsein- 
30 heit wurde mit Hilfe der Restriktionsenzyme Xmnl/Notl durchge- 
fiihrt (Fig. 6A, 6B). 

Fig. 6C) Schematische Darstellung der Plasmide pSBC-PDGF-A/-G- 
B19 0 und pSBC-PDGF-B19 0/-G-A 
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Die Expressionskonstrukte pSBC-PDGF-A/-G-B19 0 und pSBC-PDGF- 
B19 0/-G-A leiten sich aus den in Fig. 6A und 6B dargestellten 
Plasmiden ab. Sie enthalten zusMtzlich das Oligomer G (SEQ ID 
Nr. 6)/ das in die singulars Notl-site ligiert wurde . Das Oligo- 
5 mer G ist so konstruiert, dafl durch Ligation in die Notl-site 
die 5 ' -Notl-site verloren geht (eine Sail-site ist hier enthal- 
ten), aber die 3 '-Notl-site erhalten bleibt. 

Fig. 7) Sandwich-ELISA zum Nachweis von PDGF-A- bzw. PDGF-B- 
10 Kette mit Hilfe von zwei polyklonalen Anti-PDGF-Antik6rpern : 
Eichkurven von PDGF-Standards . 

Polystyrolplatten wurden mit Ziege-Anti-PDGF-AB-IgG (polyklonal, 
von Collaborative Research) beschichtet; nach Inkubation mit 
15 verschiedenen PDGF-Standards (s. unten) wurde gebundenes PDGF 
mit Hilfe von polyklonalem Kaninchen-Anti-PDGF-AA bzw, -Anti- 
PDGF— BB , gefolgt von Peroxidase-markiertem Anti-Kaninchen-IgG 
detektiert . 

Bei der Anwendung von Anti-PDGF-AA (ELISA 1.1) erhSlt man O.D.- 
20 Signale in der Reihenfolge: PDGF-AB > PDGF-AA >> PDGF-BB (7.1). 
Mit Anti -PDGF-BB (ELISA 1.2) ergeben sich maximale O.D.-Werte 
fiir PDGF-AB und -BB ab 10 ng/ml, PDGF-AA liefert bis 1000 ng/ml 
kein Signal (7.2). 

[Quelle der Standards: AB: aus humanen Thrombozyten , von Prome- 
25 ga Corp. No. G 6191; BB: rekomb. aus Hefe, von Promega Corp. No. 

* 

G 5191; AA: rekomb. aus BHK-Zellen, ca . 70 %ig, (Eichner et al . , 
19 8 9)].* 

Fig. 8) Sandwich-ELISA zum Nachweis von PDGF-AB mit Hilfe eines 
30 monoklonalen und eines polyklonalen Anti-PDGF-Antikorpers : Eich- 
kurven von PDGF-Standards . 

Polystyrolplatten wurden mit Schaf -Anti-Maus-IgG beschichtet und 
anschlieflend mit einem Maus-Hybridoma-Ober stand (von Klon 1B3, 
35 enthalt monoklonale Antikorper gegen die B-Kette in PDGF-AB und 
-BB) inkubiert; nach Inkubation mit verschiedenen PDGF-Standards 
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(s. Legende zu Fig. 7) wurde PDGF-AB mit Hilfe eines polyklona- 
len Kaninchen-Anti-PDGF-AA, gefolgt von Peroxidase-markiertem 
Anti-Kaninchen-IgG nachgewiesen. 

Fiir PDGF's aus eukaryontischen Quellen ergibt sich ein spezifi- 
5 sches Signal mit PDGF-AB (aus humanen Thrombozyten) mit einer 
geringen Kreuzreaktion mit PDGF-BB. 

Fig. 9) Nachweis von PDGF-A-Kette bzw. B-Kette in Kultur- 
iiberstSnden von rekombinanten BHK-Zellen mittels EL ISA I: 

10 

Eichkurven von Standards s. Fig. 7.1 und 2; die Proben stammten 
von BHK-Zellen, die mit folgenden Genen transfiziert worden 
waren : 

Probe 1: pSBC-2-PDGF-A; Probe 2: pSBC-2-PDGF-B ; Probe 3: pSBC- 
15 2-G-PDGF-B190; Probe 4: pSBC-PDGF-A/B; Probe 5: pSBC-PDGF-B/A; 
Probe 6: pSBC-PDGF-A/-G-B190 Probe 7: pSBC-PDGF-B19 0/-G-A; Probe 
8: pSBC-2-PDGF-A + pSBS-2-PDGF-B; Probe 9: pSBC-2-PDGF-A + pSBC- 
2-G-PDGF-B190 ; Probe 10: pSBC-Luc/-G-Seap; Probe 11: pSBC-Seap/ 
G-Luc . 

20 

Tabelle 1) Steigerung der Expression von Reportergenen durch 
eine insertierte zellulare Seguenz (Globin) in mono- und bici- 
stronischen Vektoren 

25 links: schematische Darstelluna der DNA-Konstrukte 

• DNA erwartete GroBe der mRNA 





1 ) 


pSBC-2-LUC 


1870 nt 


30 


2 ) 


pSBC-l-LUC 


2497 




3) 


pSBC-2-G-LUC 


1904 




4 ) 


pSBC-l-G-LUC 


2531 




5) 


pSBC-SEAP/LUC 


4407 




6) 


pSBC-G-SEAP/LUC 


4441 


35 


7 ) 


pSBC-SEAP/G-LUC 


4441 




8) 


pSBC-SEAP/LUC (Delta) Polio 


3780 




9) 


pSBC-LUC/SEAP 


4407 



WO 94/05785 



PCI7EP93/02294 



- 29 - 



L - Strukturgen fiir Luciferase 

?pttc: = S t ruktur ? en f^r sekretierte alkalische PhosohatasP 
IRES = "internal ribosomal entry site" ^nospnatase 

G = Seguenz aus Xenopus laevxs Globin mRNA 
pa = poly Adenylierungssite aus SV4 0 

Mitte: Northern Blot Analyse 



Die mRNA aus de- Gesamtpool der BHK-Zelien, die stabil mit den 
monocistronischen und bicistronischen Expressionskonstrukten fur 
LUC und SEAP transfiziert worden Wa re„, vurde untersucht. Die 
KKA wurde nach Purchio et ai. ( i97 9 ) isoliert, Uber ein Uiges 
Agarose-Formaldehydgel fraktioniert (Lehrach et al., l9 77), au£ 

u^r,p»t 0ninembran 9ebl ° ttet und t"PJ-»arkier t en Actin-, LUC - 
und SEAP-spezifischen Sonden hybridisiert. ErwartungsgemM Z ei- 
9en die monocistronischen mRNAs eine GroBe von etwa 1900 - 2500 
nt wahrend bei den bicistronischen mRNAs die Grofie der codie- 
20 r? ! S 9UenZen bSidBr Re P° rta *««» («» 3800 - 4400 Nucieoti- 

all V °fr den Hi6rmit 9 " Bi9t ' daB die -tsprechenden 

Genprodukte von einer einzigen bicistronischen mRNA abgelesen 



25 



rechts: Erq^bnisse fiir Lucifer. „ , nd SBftp .p f 



Die Ergebnisse wurden ermittelt, 
ben . 



wie unter l.l und 1.2 beschrie- 



30 Tabelle 2 ) Produktivitat der m ono- und bicistronischen Expres- 
sxonsvektoren fur die PDGF-Ketten A und B in BHK-Zellen 

Die PDGF-Konzentration in den Kulturuberstanden wurde mit Hilfe 
des Mxtogentests ermittelt. Der spezifische Nachweis von PDGF-AB 

111 IT dUrCh ELISA " ( " 2 ' 3 ' E±ChkUrVen VOn Standards s. 
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II. Beispieles 

Die in den Beispielen auf gef iihrten Anwendungen zur Expression 
basieren auf monocistronischen und bicistronischen Transkrip- 
5 tionseinheiten. Die zu exprimierenden Gene werden jeweils in dxe 
Vektoren pSBC-1 bzw. P SBC-2 integriert. Die Vektorkonstruktion 
vereinfacht das Rekombinieren von pSBC-1 und pSBC-2 zum 
bicistronischen Vektor, wie es in den Fig. 2A - 2C fur die Ex- 
pression der Gene LUC und SEAP und in den Fig. 6A - 6C am Bei- 
10 spiel der Gene von PDGF-A und PDGF-B gezeigt ist. Nach Transfer 
des Plasmids pSBC-PDGF-A/-G-B190 (G = A-Globin-Sequenz aus Xeno- 
pous Ibbvxs gemafl SEQ ID Nr. 4) in Animalzellen wird PDGF-A cap- 
abhangig und PDGF-B in Abhangigkeit vom Polio-IRES translatiert . 
in entsprechender Weise werden pSBC-PDGF-B190/-G-A sowie die 
15 Reportergene LUC und SEAP von mono- bzw. bicistronischen mRNA- 
Molekiilen translatiert . 

BeiBpiel 1: Expression der Reportergene LUC und SEAP mit 

Hilfe des bicistronischen Vektorsystems 

20 

1 . 1 Nachweisverf ahren f iir Lucif erase 



Die Lucif erase ist in Zellextrakten enthalten. Ihre .Aktivitat 
kann durch Zugabe von Lucif erin (Substrat), ATP und Mg 2+ quanti- 
25 tativ bestimmt werden und als Matt der Aktivitat des Luciferase- 
gens gelten. Dabei spielt sich folgende Reaktion ab (de Wet et 
al., 1987): 

Luciferase + Luciferin + ATP + Mg 2+ — Luciferase • Lucif eryl-AMP 
30 + PPj. 

Luciferase - Lucif eryl-AMP + 0 2 - Luciferase + Oxylucif erin + AMP 
+ C0 2 + hv 

35 1.2 Nachweisverf ahren fiir sekretierte alkalische Phosphatase 
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Alkalische Phophatase ist ein Enzyn,, das die Hydrolyse von ge- 
bundenem Phosphat katalysiert . Das membranstandige, in Eukary 
onten vorkommende Enzym verfiigt iiber einen Glykophospholipid- 
anker, nit dexn es C-terminal mit der Membran verbunden ist Da 
5 sezernierte Proteine oft bequemer nachweisbar sind als zell 
xnterne oder membranstandige, wurde in die Sequenz der alkali- 
schen Phosphatase aus humaner Placenta (513 Aminosauren) an 
Position 489 ein kiinstliches Terminations-Translationssignal ' 
e.ngefuhrt (Berger etal., 1988). Die nach Transfektion des ent- 
10 sprechenden Expressionsplasmids hergestellte Proteinmutante wird 
ef f xzxent ins Medium sekretiert und eignet sich hervorragend als 
Reportermolekvil (SEAP = sekretierte alkalische Phosphatase) . Der 
Nachwexs kann kolorimetrisch oder luminometrisch erfolgen (Ber- 
ger et al. , 1988) . . v 



15 



1.3 Herstellung trans formierter BHK-Zellen 

20 Tl ™ nSfekti ° n d8J: — bicistronischen Expressions- 

IeapT"' T C ° dierenden Se <*™ der Reportergene LUC und 
SEAP bzw. der PDGF-A- und B-Xette tragen (vergl. Fig. 2A . C , 6A _ 

C) wurde mit der Calciumphosphat-Prazipitationstechnik in BHK- 
Zellen durchgefiihrt (Wi gl er et al., 197S; Graham 6 van der Eb, 

25 IranSfektio " ™*«> 2 -3 * 10 s BHK— Zel— 

len/24 cm in neue Kulturf laschen umgesetzt. vier Stunden vor der 
Transfektion wurde ein Medienwechsel rcit DME-Medium durchge- 
f uhrt . 5 ug der o . g . Plasmid-DNA wurden zusaroaen mit 0,5 W der 
Selektionsplasrcide P AG60 und P SV2pac (Colbere-Garapin, 1981- 

30 Lne 7 19B6) ' " r ^ "W^resistenzgen b*w. fur 

;usL ? d r0, " yCln " ReSiSten2 k ° dieren ' Mrden in 250 ^ ™ ■« Caci, 
122 d le "H L6SUn9 lan ' Sam " Sndi «- verwir- 

(280 1 IT Tn ^ in ' ebla — - ^. 2 x HEPES-Puffer 

ias eThaTt * HEPES! NaHlP °' PH und und 

35 IT , ******** — W«-dl- zugesetzt. z„ei Tage 
35 nach der Transfektion wurde durch Medienweohsel von DME- a!. 

Doppelseiektionsmediun, (5 ug/ m l Puromycin; 500 „ g / ml G4ae ; 
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(Wirth et al., 1988) die Selelction auf stabil transf izxerte 
Zellen begonnen . Representative Klone der PDGF prcdu zi erenden 
bzw. LttC/SEAP prcduzierenden BHK-Zellen warden am 11. 8. 1992 
bei der DSM wie folgt hinterlegt: 

- pSBG-PDGF-A/ -G-B19 0 - DSM ACC204 8 

- pSBC-PDGF-B190/-G-A - DSM ACC2049 

- pSBC-SEAP/-G-LUC - DSM ACC2046 
_ pSBC-G-SEAP/LUC = DSM ACC2047 

1 4 Expression aquimolarer Mengen der Genprodukte LUC und SEAP 
durch Einfiihrung einer translationssteigernden Sequenz vor 
das IRES-regulierte Cistron 

15 Die Ergebnisse aus den Untersuchungen mit den Reportergenkon- 
strukten pSBC-LUC/SEAP und pSBC-SEAP/LUC in Tab. 1 zeigen, dafi 
die Expression der IRES-abhSngigen Translation in bicistro- 
nischen Konstrukt immer deutlich geringer 1st als die im cap- 
abhangig translatierten Cistron. Dies entspricht den aus der 
20 Literatur bekannten Werten. Die fi-Globin Sequenz aus Xenopous 
laevls (SEQ ID Nr. 6) wurde in den mono- und bicistronischen 
Reportergenkonstrukten in die singulare Notl-Schnittstelle in- 
sertiert (Fig. 2C). In den bicistronischen Expressionsvektoren 
befindet sie sich unmittelbar zwischen Promotor und 5'UTR des 
25 ersten Cistrons bzw. zwischen dem IRES-Element und dem 5'-UTR 
des zweiten Cistrons . 

Die Steigerung der Trans lationsef f izienz der einzelnen Cistrons 
wurde anhand der Reportergenkonstrukte , wie sie in Fig. 2A - 2C 
dargestellt sind, gemessen. In Tabelle 1 ist gezeigt, da/1 die fl- 

30 Globin-Sequenz die cap-abhangige Translation von Luciferase xn 
der monocistronischen Expressionseinheit um den Faktor 5, dxe 
IRES-abhangige Translation in bicistronischen Expressionsein- 
heiten um den Faktor 3 stimuliert. Letzteres fiihrt zur aquimola- 
ren Expression der Cistrons 1 und 2 in bicistronischen Vektoren. 

35 Der in der Tabelle 1 dargestellte Northern Blot zeigt, daJi die 
entsprechenden Genprodukte von einer mono- bzw. bicistronischen 
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mRNA abgelesen werden . Dadurch, dafl die spezifischen mRNA-Kon- 
zentrationen in der gleichen Grofienordnung in den Zellen vor- 
handen sind, ist bewiesen, da/3 die expressionssteigernde Wirkung 
der Globinsequenz sich auf der Ebene der Translation vollzieht 

5 

Die aquimolare Expression der Genprodukte des ersten und zweiten 
Cistrons wurde durch das Einfiihren des 5'UTR des Globingens aus 
Xenopous laevis (SEQ ID Nr. 6) erreicht. 

10 Beiapiel 2t Expression von PDGF-AB Heterodimer mit Hilfe des 

bicistronischen Vektorsystems 

2.1 Gewinnung konditionierter Zellkulturiiberstande - 

15 Die Transformation der BHK-Zellen erfolgte analog 1.3. Nach dem 
Auszahlen der Kolonien werden die Zellen abtrypsinisiert ,' in 
frxschem Selektionsmedium aufgenonunen und auf eine Zellzahl von 
10 Zellen/ml eingestellt. Je 10 ml dieser Zellsuspension werden 
xn erne Flasche mit 65 cm 2 Bodenf lache uberfiihrt und fur weitere 

20 24 h kultiviert. Danach wird das Medium entfernt, der Zellrasen 
2x mit PBS gewaschen und das Medium durch 10 ml Produktionsmedi- 
um (DMEM, ohne Serum und Selektions-Antibiotoka ) ersetzt. Nach 
24 h wird das Medium abgenommen . Die geemteten Uberstande wer- 
den bis zur Analyse bei -20°C gelagert. Die Zellen werden ge- 

25 zahlt und in fliissigem Stickstoff gelagert. Zum Zeitpunkt der 
Ernte betragt die Zellzahl/Flasche 0.8-1.2xl0 7 . 



2.2 Nachweis von PDGF in den Kulturiiberstanden mit Hilfe des 
30 Mitogentests 

Die Messung der Stimulierung der DNA-Syntheserate von dichtear- 
retxerten Fibroblasten erlaubt eine Bestimmung der mitogenen 
Aktxvxtat des PDGF. Eine Unterscheidung zwischen den Isoformen 
35 ist dabei nicht moglich, da alle PDGF-Spezies in diesem Test 
biologisch aktiv sind. 
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Der Assay wurde gemafl Shipley at- al . (1984) mit AKR-2B-Mausf i- 
broblasten in 24-Well-Platten durchgef uhrt . Reines PDGF zeigt in 
dem Test eine halbmaximale Stimulierung bei einer Konzentration 
von etwa 5 ng/ral . Dieser Wert wurde benutzt, um Produktivitaten 
5 zu bestimmen. Die Ergebnisse aus dem Mitogentest sind in Tab. 1 
den Werten aus dem PDGF-AB-ELISA gegeniibergestellt . 

2.3 Nachweis von PDGF-AB Heterodimer in den Kulturuberstanden 
mit Hilfe von PDGF-ELISA's 

10 

Es wurden zwei 'two-antibody sandwich assays' aufgebaut, die I.) 
eine grobe Quantif izierung der PDGF-A- bzw. der -B-Kette in 
PDGF-Dimeren und II.) eine spezifische Quantif izierung von PDGF- 
AB neben PDGF-AA und -BB erlauben. 

15 

I. Sandwich-Assay mit Hilfe von zwei polyklonalen Anti- 
PDGF-Ant±k6rpern 

Polystyrolplatten mit 9 6 Kavitaten (Fa. Dynatech, U-Platte, 
20 No. M124B) werden in folgender Reihenfolge beschichtet 

(zwischen jedem Schritt jeweils 4 x Waschen mit PBS mit 
0,05 % Tween 20): 

1.1 Polyklonales Ziege-Anti-PDGF-AB-IgG (Fa. Collaborative 
25 Research, No. 40017); bindet PDGF-AB, -BB und in geringem 

Mafie -AA) , 2 ng/ml in 0,05 M Carbonat/Bicarbonat-Puf fer , 50 
Hi Uber Nacht bei 4 °C 

1.2 % BSA (Fa. E. Merck, Nr. 12018) in PBS, pH 7,5, 100 nl 
30 fur 1 h bei R.T. 



1.3 PDGF-haltige Losungen, verdiinnt in PBS mit 0,1 % BSA 
und 0,05 % Tween 20 (PBS+), 50 nl fur 1 h bei R.T. 
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1.4.1 Polyklonales Kaninchen-Anti-PDGF-AA-lgG (Fa. Genzyme, 
No. ZP-214, bindet an der A-Kette von dimerem PDGF ) , 2 
ug/ml in PBS+, 50 ul fur 1 h bei R.T. (ELISA 1.1) bzw. ' 

1.4.2 Polyklonales Kaninchen-Anti-PDGF-BB-IgG (Fa. Genzyme, 
No. ZP-215, bindet an der B-Kette von dimerem PDGF), wie 
1.4.1 (ELISA 1.2) 

1.5 POD-markiertes Ziege-Anti-Kaninchen IgG (Fa. Pierce, 
No. 31460), 0,1 ug/ml in PBS+ , 50 ul fur 1 h bei R.T.,' 
Detektion mit dem Substrat Tetramethylbenzidin gemafi E.S. 
BOS et al. (j. Immunoassay 2. (1981), 187-204). 



II. Sandwich-Assay mit Hilfe eines monoklonalen und einee 
polyklonalen Anti-PDGF-Antikorpers 

Dieselben Platten wie im ELISA I werden in folgender Rei- 

henfolge beschichtet (Mengen, Puffer und Inkubationszeiten 
wie oben) : 

II. 1 Schaf-Anti-Maus-IgG (Fa. Boehringer Mannheim, Nr. 
1097 105), 3 ug/ml. 

II. 2 1 % BSA in PBS 

II. 3 Maus-Hybridoma-t)berstand von Klon 1B3 (erhalten durch 
Fusion von SP2/0-Myelomzellen mit Milzzellen von Mausen, 
die mit rekomb. PDGF-AB (aus E.coli gema/5 J. Hoppe et al., 
1990) immunisiert worden waren], 2 ug/ml IgG2a/ml. Der 
monoklonale AntikSrper bindet spezifisch an der B-Kette von 
PDGF-Dimeren . 



I I. 4 PDGF-haltige LSsungen 
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II. 5 Polyklonales Kaninchen-Anti-PDGF-AA-IgG (s. 1.4.1), 2 
ng/ml 

II .6 wie I . 5 

5 

2.4 Expression Hquimolarer Mengen der PDGF-Ketten A und B durch 
Einfiihrung einer translationssteigernden Sequenz vor das IRES- 
regulierte Cistron 

10 Bicistronische Konstrukte mit dem wie in Fig. 5 beschriebenen 
mutierten PDGF-B sollten zur Expression der PDGF-Ketten A und B 
im Verhaltnis 3:1, entsprechend der Konstellation im bicistro- 
nischen Vektor fiihren. Die aquimolare Expression beider Gene 
wurde durch das Einfiihren von translationssteigernden Sequenzen 

15 in den 3'- Bereich der internen ribosoraalen Eintrittsstelle des 
Polio-Elements erreicht. Ein solches Element ist z.B. die Ji- 
Globin-Sequenz aus Xenopous laevis (SEQ ID Nr. 6). Diese fi-Glo- 
bin-Sequenz (Oligomer G) wurde in den bicistronischen Vektoren 
in die singulSLre Notl-Schnittstelle insertiert (Fig. 6C). In den 

20 daraus resultierenden Plasmiden befindet sie sich unmittelbar 
zwischen dem IRES-Element und dem 5 ' -UTR des zweiten Cistrons . 

2 . 5 Ergebnisse : 

25 In Figur 9 und Tabelle 2 sind die Resultate von drei unter- 
schiedlichlichen Analysen fiir PDGF aus Kulturiiberstanden rekom- 
binanter BHK-Zellen dargestellt. 

Durch den ELISA I ist es moglich, eine grobe Aussage liber die 
Mengenanteile beider PDGF-Ketten zu treffen. Somit konnen Riick- 
30 schliisse auf die Effizienz der intercistronischen Elemente ge- 
macht und bicistronische Konstukte charakterisiert werden, in 
denen annShernd gleiche Mengen von PDGF- A und -B trans latiert 
werden. Hierbei ist allerdings zu beriicksichtigen, dafi in ELISA 
1.1 PDGF-AB ein starkeres Signal als PDGF-AA ergibt. 
35 Der Mitogentest liefert einen brauchbaren Wert fiir die Gesamt- 
menge des in den Kulturiiberstanden vorhandenen rPDGF, ohne zwi- 
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schen den verschiedenen Isoformen (PDGF-AA, AB oder BB) diffe- 
renzieren zu k6nnen . 

Der spezifische Anteil an heterodimerem PDGF-AB kann durch den 
PDGF-AB-spezifischen ELISA II bestimmt werden. Aus der Differenz 
dieser Analyse zum Ergebnis des Mitogentests kann der prozentua- 
le Anteil von PDGF-Hoitiodimeren mit hoher Genauigkeit ermittelt 
werden . 
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enzyme- linked immunosorbent assay 
fi-Globin-Sequenz aus Xenopous laevis 

* 
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internal ribosomal entry site 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE INFORMATION : 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Beiersdorf AG 

(B) STRASSE: Unnastr. 48 

(C) ORT: Hamburg 

(E) LANDs Bundesrepublik Deutschland 

(F) POSTLEIT2AHL t 20245 

(A) NAME t GBF - Gesellschaft fuer Biotechnologieche 

Forschung mbH 

(B) STRASSE t Mascheroder Weg 1 

(C) ORT: Braunschweig 

(E) LAND: Bundesrepublik Deutschland 
(F> POSTLEITZAHL: 38124 

(ii) ANMELDETITEL: Mul ticis tronische Expressionseinheiten und 
deren Verwendung 

(iii) AN 2 AH L DER SEQUENZEN: 25 

(iv) COMPUTER- LES BARE FORM: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBS SYSTEM: PC-DOS /MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (EPA) 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZ CHARAXTERISTIKA: 

(A) LANGE: 748 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsfcure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKuXS : cDNS 

(vi) URSPRttNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Homo sapiens 

(vii) UNMI T T ELB ARE HERKUNFT: 

(B) CLON: pODA (Eichner et al., 1989) 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLttSSEL: CDS 

(B) LAGE: 95. .682 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product- " PDGF-A Vorlaeuf ersequenz 
(kurze Spliceform)" 

/note- 9 humane s PDGF-A Gen (kurze Spliceform, [2]) 
aus pODA, flankiert von 5»-EcoRI und 3 f -HindIII 
Restriktionsschnittstellen" 
/citation- ([2]) 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: mat_peptide 

(B) LAGE: 353. .682 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product- "mature PDGF-A Kette" 



t 
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(x) VER5FFENTLICHUNGS INFORMATION: 
(A) AUTOREN: Eichner . W. 

Jaeger, V. 
Herbst, D. 
Hauser, H. 
Hoppe, J, 

(C) ZEITSCHRIFTi Eur. J. Biochem. 

(D) BAND : 185 

(F) SEITENj 135-140 

(G) DATUM: 1989 

(x) VEROFFENTLICHUNGS INFORMATION : 
(A) AUTOREN i Hoppe, J. 

Schumacher, L. 
Eichner, W, 
Welch, H. A. 

(C) ZEITSCHRIFT : FEBS Lett. 

(D) BAND: 223 

(F) SEITEN: 243-246 

(G) DATUM: 1987 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

GAATTCCCAC TGAATTTCGC CGCCACAGGA GACCGGCTGG AGCGCCCGCC CCGCGCCTCG 60 

CCTCTCCTCC GAGCAGCCAG CGCCTCGGGA CGCG ATG AGG ACC TTG GCT TGC 112 

Met Arg Thr Leu Ala Cys 
-86 -85 

CTG CTG CTC CTC GGC TGC GGA TAC CTC GCC CAT GTT CTG GCC GAG GAA 160 
Leu Leu Leu Leu Gly Cys Gly Tyr Leu Ala His Val Leu Ala Glu Glu 
-80 -75 -70 -65 

GCC GAG ATC CCC CGC GAG GTG ATC GAG AGG CTG GCC CGC AGT CAG ATC 208 
Ala Glu lie Pro Arg Glu Val lie Glu Arg Leu Ala Arg Ser Gin lie 

-60 -55 -50 

CAC AGC ATC CGG GAC CTC CAG CGA CTC CTG GAG ATA GAC TCC GTA GGG 256 
His Ser lie Arg Asp Leu Gin Arg Leu Leu Glu lie Asp Ser Val Gly 

-45 -40 -35 

AGT GAG GAT TCT TTG GAC ACC AGC CTG AGA GCT CAC GGG GTC CAC GCC 304 
Ser Glu Asp Ser Leu Asp Thr Ser Leu Arg Ala His Gly Val His Ala 
-30 -25 -20 

ACT AAG CAT GTG CCC GAG AAG CGG CCC CTG CCC ATT CGG AGG AAG AGA 352 
Thr Lys His Val Pro Glu Lys Arg Pro Leu Pro lie Arg Arg Lys Arg 
-15. -10 -5 

AGC ATC GAG GAA GCT GTC CCC GCT GTC TGC AAG ACC AGG ACG GTC ATT 4 00 

Ser lie Glu Glu Ala Val Pro Ala Val Cys Lys Thr Arg Thr Val lie 
1 5 10 15 

TAC GAG ATT CCT CGG AGT CAG GTC GAC CCC ACG TCC GCC AAC TTC CTG 44 8 

Tyr Glu lie Pro Arg Ser Gin Val Asp Pro Thr Ser Ala Asn Phe Leu 

20 25 30 

ATC TGG CCC CCG TGC GTG GAG GTG AAA CGC TGC ACC GGC TGC TGC AAC 4 96 

lie Trp Pro Pro Cys Val Glu Val Lys Arg Cys Thr Gly Cys Cys Asn 
35 40 45 

ACG AGC AGT GTC AAG TGC CAG CCC TCC CGC GTC CAC CAC CGC AGC GTC 544 
Thr Ser Ser Val Lys Cys Gin Pro Ser Arg Val His His Arg Ser Val 
50 55 60 
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AAG GTG GCC AAG GTG GAA TAC GTC AGG AAG AAG CCA AAA TTA AAA GAA 592 
Lys Val Ala Lys Val Glu Tyr Val Arg Lys. Lys Pro Lys Leu Lys Glu 
65 70 75 80 

GTC CAG GTG AGG TTA GAG GAG CAT TTG GAG TGC GCC TGC GCG ACC ACA 64 0 

Val Gin Val Arg Leu Glu Glu His Leu Glu Cys Ala Cys Ala Thr Thr 

85 90 95 

AGC CTG AAT CCG GAT TAT CGG GAA GAG GAC ACG GAT GTG AGG 682 
Ser Leu Asn Pro Asp Tyr Arg Glu Glu Asp Thr Asp Val Arg 

100 105 110 

TGAGGATGAG CCGCAGCCCT TTCCTGGGAC ATGGATGTGG GGATCCGTCG ACCTGCAGCC 74 2 



AAGCTT 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTUCA: 

(A) LANGE: 196 Aminos&uren 

(B) ART: Aminos&ure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO : 2: 

Met Arg Thr Leu Ala Cys Leu Leu Leu Leu Gly Cys Gly Tyr Leu Ala 
-86 -85 -80 -75 

His Val Leu Ala Glu Glu Ala Glu lie Pro Arg Glu Val lie Glu Arg 

-70 -65 -60 -55 

Leu Ala Arg Ser Gin lie His Ser lie Arg Asp Leu Gin Arg Leu Leu 

-50 -45 -40 

Glu lie Asp Ser Val Gly Ser Glu Asp Ser Leu Asp Thr Ser Leu Arg 

-35 -30 -25 

Ala His Gly Val His Ala Thr Lys His Val Pro Glu Lys Arg Pro Leu 
-20 -15 -10 

Pro lie Arg Arg Lys Arg Ser lie Glu Glu Ala Val Pro Ala Val Cys 
-5 15 10 

Lys Thr Arg Thr Val lie Tyr Glu lie Pro Arg Ser Gin Val Asp Pro 

15 20 25 

Thr Ser Ala Asn Phe Leu lie Trp Pro Pro Cys Val Glu Val Lys Arg 

30 35 40 

Cys Thr Gly Cys Cys Asn Thr Ser Ser Val Lys Cys Gin Pro Ser Arg 
45 50 55 

Val His His Arg Ser Val Lys Val Ala Lys Val Glu Tyr Val Arg Lys 
60 65 70 

Lys Pro Lys Leu Lys Glu Val Gin Val Arg Leu Glu Glu His Leu Glu 
75 80 85 90 
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Cys Ala Cys Ala Thr Thr Ser Leu Asn Pro Asp Tyr Arg Glu Glu Asp 

95 100 105 

Thr Asp Val Arg 

110 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGEj 868 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS : cDNS 

(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Homo sapiens 

(vii) UNMI TTELBARE HERKUNFT : 

(B) CLON: pMVW-2 (Weich et al. ( 1986) 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/ SCHLt)SSEL : CDS 

(B) LAGEi 40 . .762 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product- " PDGF-B 
Vorlaeuf ersequenz" 

/note- "humanes PDGF-B Gen aus pGEM2- PDGF-B 
flankiert von S'-EcoRI und 3 f -HindIII 
Restriktionsschnittstellen" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/ SCHLDSSEL: mat peptide 

(B) LAGE: 283. .609 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product- "mature PDGF-B Kette" 

(x) VERbFFENTLICHUNGSINFORMATION: 
(A) AUTOREN: Weich, H. A. 

Sebald, W. 
Schairer , H. U. 
Hoppe, U. 

(C) ZEITSCHRIFT: FEBS Lett. 

(D) BAND: 198 

(F) SEITEN: 344-348 

(G) DATUM: 1986 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

GAATTCGAGC TCGCCCGGGG ATCCTCTAGA GTCGACACC ATG AAT CGC TGC TGG 

Met Asn Arg Cys Trp 
-81 -80 

lla ?l° 11° ? TG I CT CTC TGC TGC TAC CTG CGT CTG GTC AGC GCC GAG 
Ala Leu .Phe Leu Ser Leu Cys Cys Tyr Leu Arg Leu Val Ser Ala Glu 

~ 75 -70 -65 

GGG GAC CCC ATT CCC GAG GAG CTT TAT GAG ATG CTG AGT GAT CAC TCG 
Gly Asp Pro He Pro Glu Glu Leu Tyr Glu Met Leu Ser Asp His Ser 
" b0 -55 .50 _ A5 



54 



102 



150 
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atp rrn TCC TTT GAT GAT CTC CAA CGC CTG CTG CAC GGA GAC CCC GGA 198 
iIS Arg sir III Asp Asp Leu Gin Arg Leu Leu His Gly Asp Pro Gly 

-AO -35 

pap CAA GAT GGG GCC GAG TTG GAC CTG AAC ATG ACC CGC TCC CAC TCT 246 
ctS Sli A*? Gly Ala Glu Leu Asp Leu Asn Met Thr Arg Ser His Ser 

-25 -20 

GGA GGC GAG CTG GAG AGC TTG GCT CGT GGA AGA AGG AGC CTG GGT TCC 294 
Gly Gly Glu Leu Glu Ser Leu Ala Arg Gly Arg Arg Ser Leu Gly Ser 
-10 - 5 1 

CTG ACC ATT GCT GAG CCG GCC ATG ATC GCC GAG TGC AAG ACG CGC ACC 34 2 

Leu Thr He Ala Glu Pro Ala Met He Ala Glu Cys Lys Thr Arg Thr 
5 10 15 20 

GAG GTG TTC GAG ATC TCC CGG CGC CTC ATA GAC CGC ACC AAC GCC AAC 390 
Glu Val Phe Glu He Ser Arg Arg Leu He Asp Arg Thr Asn Ala Asn 

25 30 35 

TTC CTG GTG TGG CCG CCC TGT GTG GAG GTG CAG CGC TGC TCC GGC TGC 4 38 

Phe Leu Val Trp Pro Pro Cys Val Glu Val Gin Arg Cys Ser Gly Cys 

AO 45 50 

TGC AAC AAC CGC AAC GTG CAG TGC CGC CCC ACC CAG GTG CAG CTG CGA 486 
Cys Asn Asn Arg Asn Val Gin Cys Arg Pro Thr Gin Val Gin Leu Arg 
7 55 60 65 

CCT GTC CAG GTG AGA AAG ATC GAG ATT GTG CGG AAG AAG CCA ATC TTT 534 
Pro Val Gin Val Arg Lys He Glu He Val Arg Lys Lys Pro He Phe 
70 75 80 

AAG AAG GCC ACG GTG ACG CTG GAA GAC CAC CTG GCA TGC AAG TGT GAG 582 
Lvs Lys Ala Thr Val Thr Leu Glu Asp His Leu Ala Cys Lys Cys Glu 
85 90 95 100 

ACA GTG GCA GCT GCA CGG CCT GTG ACC CGA AGC CCG GGG GGT TCC CAG 630 
Thr Val Ala Ala Ala Arg Pro Val Thr Arg Ser Pro Gly Gly Ser Gin 

105 HO 115 

GAG CAG CGA GCC AAA ACG CCC CAA ACT CGG GTG ACC ATT CGG ACG GTG 678 
Glu Gin Arg Ala Lys Thr Pro Gin Thr Arg Val Thr He Arg Thr Val 

120 125 130 

CGA GTC CGC CGG CCC CCC AAG GGC AAG CAC CGG AAA TTC AAG CAC ACG 726 
Arg Val Arg Arg Pro Pro Lys Gly Lys His Arg Lys Phe Lys His Thr 
. 135 140 145 

CAT GAC AAG ACG GCA CTG AAG GAG ACC CTT GGA GCC TAGGGGCATC 772 
His Asp Lys Thr Ala Leu Lys Glu Thr Leu Gly Ala 
150 155 160 

GGC AGG AG AG TGTGTGGGCA GGGTTATTTA ATATGGTATT TGCTGTATTG CCCCCATGGC 832 
CCAATCGATC CCGTCGACCT GCAGGCATGC AAGCTT 868 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO : 4 : 

(i) SEQUEN2 CHARAKTERISTIKA ; 

(A) LANGE: 241 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIEj linear 

(ii) ART DES MOLEKULS; Protein 

(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

5J -SS ^ i?S Phe LeU S " Leu Cys Tyr Leu Arg 



-70 



Leu Val Ser Ala Glu Gly Asp Pro n e Pro Glu Glu Leu Tyr Glu Met 

~ 55 -50 
Leu Ser Asp His Ser lie Arg Ser Phe Asp Asp Leu Gin Arg Leu Leu 

-35 

His Gly Asp Pro Gly Glu Glu Asp Gly Ala Glu Leu Asp Leu Asn Met 



-20 



Thr Arg Ser His Ser Gly Gly Glu Leu Glu Ser Leu Ala Arg Gly Arg 

- - _5 
Arg Ser Leu Gly Ser Leu Thr He Ala Glu Pro Ala Met lie Ala Glu 

D 10 1 c 



Cys Lys Thr Arg Thr Glu Val Phe Glu lie Ser Arg Arg Leu lie Asp 

25 30 
Arg Thr Asn Ala Asn Phe Leu Val Trp Pro Pro Cys Val Glu Val Gin 

Arg Cys Ser Gly Cys Cys Asn Asn Arg Asn Val Gin Cys Arg Pro Thr 

55 60 

Gin Val Gin Leu Arg Pro Val Gin Val Arg Lys He Glu He Val Arg 

70 75 » 

Lys Lys Pro He Phe Lys Lys Ala Thr Val Thr Leu Glu Asp His Leu 



Ala Cys Lys Cys Glu Thr Val Ala Ala Ala Arg Pro Val Thr Arg Ser 

Pro Gly Gly Ser Gin Glu Gin Arg Ala Lys Thr Pro Gin Thr Arg Val 

120 125 

Thr lie Arg Thr Val Arg Val Arg Arg Pro Pro Lys Gly Lys His Arg 

135 140 

.'" Lys Thr Ala i;»n t vo 
150 



Lys Phe Lys His Thr His' Asp Lys Thr Ala Leu Lys Glu Thr Leu Gly 

Ala 
160 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO : 5: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE : 628 Basenpaare 

(B) ART j Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(vi) URSPRttNGLICHE HERKUNFT: ... npv ,, raln ^ 

(A) ORGANISMUS: Poliovirus Typ 1 (Mahoney strain) 

(\riL\ UNMITTELBARE HERKUNFT: , m <igoo\ 

(vii) "WWiii*^ pGEM3 . 5 . polio (M) (4708 bp). (Sarnow, 1989) 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLt)SSEL: - 

(J) roSIilGE'SGABEM. /note- "abgebildet sind die ersten 
628 nt der 5' nicht-translatierten Region des 
Poliovirus Typ 1 (Mahoney)" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME / SCHLtJ S S EL : - 

(D) SONS TIGE° ANGABEN : /note- "nicht-authentische Sequenz 
auf Grund einer Basenpaar substitution von C nach G 
an der Position 610 



* 



(x) VER&FFENTLICHUNGS INFORMATION: 
(A) AUTOREN: Sarnow, P. 

(C) ZEITSCHRIFT: J. Virol. 

(D) BAND: 63 

(F) SEITEN? 467-470 

(G) DATUM: 1989 

(xi) SEQUENZ BESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 5: 



TTAAAACAGC 


TCTGGGGTTG 


TACCCACCCC 


AGAGGCCCAC 


GTGGCGGCTA 


GTACTCCGGT 


60 


ATTGCGGTAC 


CCTTGTACGC 


CTGTTTTATA 


CTCCCTTCCC 


GTAACTTAGA 


CGCACAAAAC 


120 


CAAGTTCAAT 


AGAAGGGGGT 


ACAAACCAGT 


ACCACCACGA 


ACAAGCACTT 


CTGTTTCCCC 


180 


GGTGATGTCG 


TATAGACTGC 


TTGCGTGGTT 


GAAAGCGACG 


GATCCGTTAT 


CCGCTTATGT 


240 


ACTTCGAGAA 


GCCCAGTACC 


ACCTCGGAAT 


CTTCGATGCG 


TTGCGCTCAG 


CACTCAACCC 


300 


CAGAGTGTAG 


CTTAGGCTGA 


TGAGTCTGGA 


CATCCCTCAC 


CGGTGACGGT 


GGTCCAGGCT 


360 


GCGTTGGCGG 


CCTACCTATG 


GCTAACGCCA 


TGGGACGCTA 


GTTGTGAACA 


AGGTGTGAAG 


420 


AGCCTATTGA 


GCTACATAAG 


AATCCTCCGG 


CCCCTGAATG 


CGGCTAATCC 


CAACCTCGGA 


480 


GCAGGTGGTC 


ACAAACCAGT 


GATTGGCCTG 


TCGTAACGCG 


CAAGTCCGTG 


GCGGAACCGA 


540 


CTACTTTGGG 


TGTCCGTGTT 


TCCTTTTATT 


TTATTGTGGC 


TGCTTATGGT 


GACAATCACA 


600 


GATTGTTATG 


ATAAAGCGAA 


k TTGGATTG 








628 



t 



1 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO : 6: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 55 Basenpaare 

(B) ART: NukleinsBure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(vi) URSPRttNGLICHE HERKUNFTz 

(A) ORGANISMUS: Xenopus laevis (Falcone & Andrews; Patient et 
al . ) 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: - 

(B) LAGE: 12, ,55 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /note- "beta-Globin Homologie ; 
partieile Sequenz, flankiert v. 
Restriktionsschnittstellen. ■ 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/ SCHLtlSSEL i - 

(B) LAGE: 12. .55 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /note- "Die 5 • -3 • -Orientierung gilt 
f . Insertion zwischen Polio-UTR und Cistron 2 der 
bicistronischen Vektoren" 

(x) VER0FFENTLICHUNGSINFORMATION: 
(A) AUTOREN: Falcone, D. 

Andrews D. W. 

(C) ZEITSCHRIFT: Mol ! Cell! Biol. 

(D) BAND: 11 

( E ) AUSGABE : 5 

(F) SEITEN: 2656-266A 

(G) DATUM: 1991 

(x) VER5FFENTLICHUNGSINFORMATION: 
(A) AUTOREN: Patient, R. K. 

Harris, R. 
Walmsley, M. E. 
Williams, J. G. 

(C) ZEITSCHRIFT: J. Biol. Chem. 

(D) BAND: 258 

(F) SEITEN: 8521-8523 

(G) DATUM: 1983 

(xi). SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO : 6: 
GGCCGTCGAC GCTTGTTCTT TTTGCAGAAG CTCAGAATAA ACGCTCAACT TTGGC 55 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 7s 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGEx 17 Basenpaare 

(B) ART x Nukleinsaure 

( C ) S TRANGFORM : Einze 1 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL i - 

(B) LAGE: 1 . . 17 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label- M1317MER 

/note- "synthetische DNA; M13 Sequenzierprimer 
(New England Biolabs GmbH), eingesetzt fuer PCR" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 7: 
GTAAAACGAC GGCCAGT 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: - 

(B) LAGE: 1. .24 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /Label- M132AMER 

/note- " synthetische DNA; M13 reverser 
Sequenzierprimer (New England Biolabs GmbH), 
eingesetzt fuer PCR" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 
AGCGGATAAC AATTTCACAC AGGA 



2A 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO : 9: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 19 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLUSSEL; - 

(B) LAGE: 1. .19 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label- NCCLSA1 



/note- " synthetische DNA; synthe tischer Linker zur 
Umklonierun^ des verkuerzten PDGF-B Vorlaeufers 
aus pMVW-2 in den Bakteriophagen M13mpl9" 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA : 

(A) LANGE: 19 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ix) MERKMALE : 

(A) NAME / SCHLtfSSEL : - 

(B) LAGE: 1. .19 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label- NCCLSA2 



/note- "synthetische DNA; synthetischer Linker zur 
Umklonierung des verkuerzten PDGF-B Vorlaeufers 
aus pMVW-2 in den Bakteriophagen M13mpl9" 



(xi). SEQUENZ BESCHREI BUNG : SEQ ID NO: 10: 



(xi) 



SEQUENZ BESCHREIBUNG : SEQ ID NO : 9: 



CATGGCCCAA TCGATCCCG 



19 



TCGACGGGAT CGATTGGGC 



19 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 37 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinstture 

(C) STRANG FORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLtlSSEL: - 

(B) LAGE: 1..37 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label- PDGBBCL 

/note- " synthetische DNA; Mutagenese primer zur 
Einfuehrung einer Bcll-Schnittstelle in den 
S'-Bereich des PDGF-B Vorlaeuf ers' 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 11: 
GCTTTATGAG ATGCTGAGTG ATCACTCGAT CCGCTCC 37 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZ CHARACTERISTIC: 

(A) LANGE: 110 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANG FORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME / SCHLtiSSEL : - 

(B) LAGE: 1. .110 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label- PPDGFB1 

/note« "synthetische DNA; synthetischer Linker zur 
Rekonstitution der maturen PDGF-B 
Vorlaeuf ersequenz * 



(xi)^ SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 
TCGACACCAT GAATCGCTGC TGGGCGCTCT TCCTGTCTCT CTGCTGCTAC CTGCGTCTGG 
TCAGCGCCGA GGGGGACCCC ATTCCCGAGG AGCTTTATGA GATGCTGAGT 



60 
110 



WO 94/05785 



PCT/EP93/02294 



55* 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 13:* 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA : 

(A) LANGE: 110 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ix) MERKMALE : 

(A) NAME/SCHLUSSEL: - 

(B) LAGE: 1. .110 

(D) SONSTIGE ANGABEN: * /label- PPDGFB2 

/note« n synthetische DNAj synthetischer Linker zur 
Rekons titution der maturen PDGF-B 
Vorlaeuf er sequenz " 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 
GATCACTCAG CATCTCATAA AGCTCCTCGG GAATGGGGTC CCCCTCGGCG CTGACCAGAC 60 
GCAGGTAGCA GCAGAGAGAC AGGAAGAGCG CCCAGCAGCG ATTCATGGTG 110 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO : 14 : 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLttSSEL: - 

(B) LAGE: 1..30 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label- 5'-P0LI01 

/note- "synthetische DNA; synthetischer 
PCR-Primer" 

(xi) * SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1A : 
TTTCTGCAGA AGCTTAAAAC AGCTCTGGGG 30 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 15: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LAnGEz 28 Basenpaare 

(B) ART: NukleinsHure 

(C) STRANG FORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLttSSEL: - 

(B) LAGE: 1 . . 28 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label- 3'-POLI02 

/note- " synthetische DNA; synthetischer 
PCR-Primer" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 
TTGCGGCCGC AATCCAATTC GCTTTATC 28 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 16: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 13 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinstture 

(C) STRANG FORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLDSSEL: - 

(B) LAGE: 1. .13 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label- E-N-El 

/note- "synthetische DNA; synthetischer Linker" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 16 
AATTGCGGCC GCG 



13 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 17: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 13 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANG FORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLttSSELi - 

(B) LAGE: 1. .13 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label- E-N-E2 

/note- ■ synthetische DNA; synthe tischer Linker" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 
AATTCGCGGC CGC 13 



(2) INFORMATION 2U SEQ ID NO: 18: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 19 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ix) MERKMALE: 

(A) NAME / SCHLt)S SEL : - 

(B) LAGE: 1. .16 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /label- PDGFB190-PRIMI 

/note- "synthetische DNA; synthetischer 
PCR-Primer ■ 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18 
GAATTCGAGC TCGCCCGGG 



19 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 19: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 37 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsilure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLttSSEL: - 

(B) LAGE : 1 . . 37 

(D) SONSTIGE AN GAB EN : /label- PDGFB190-PRIMII 
/note- " synthetische DNA; synthetischer 
PCR-Primer * 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 19: 
CCCGGGAAGC TTCCGGTTAT CAGGTCACAG GCCGTGC 37 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 20: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 1956 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS : cDNS 

(vi) URSPRttNGLICHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Homo sapiens 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(B) CLON: pSQ2-SEAP (Berger et al . f 1988) 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLttSSEL: CDS 

(B) LAGE: 43. .1560 

. (D) SONSTIGE ANGABEN: /note- "humanes SEAP-Gen; flankiert 
von 5'-EcoRI und S'-Hindlll 
Restriktionsschnittstellen" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME / SCHLt)SSEL: mat_peptide 

(B) LAGE: 94.. 1560 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product- "matures Protein" 

(x) VER&FFENTLICHUNGS INFORMATION: 
(A) AUTOREN: Berger, J. 

Hauber, J. 
Hauber, R. 
Geiger, R. 
Cullen, B. R. 

(C) ZEITSCHRIFT : Gene 

(D) BAND: 66 

(F) SEITEN: 1-10 

(G) DATUM: 1988 
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(x) VER&FFENTLICHUNGSINFORMATION: 
(A) AUTOREN: Millan, J. L. 

(C) ZEITSCHRIFT: J . Biol. Chem. 

(D) BAND: 261 

(F) SEITEN 2 3112-3115 

(G) DATUM: 1986 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 20: 

GAATTCGAGC TCGCCCGGGG ATCCTCTAGA GTCAGCTTCT GC ATG CTG CTG CTG 54 

Met Leu Leu Leu 
-17 -15 

CTG CTG CTG CTG GGC CTG AGG CTA CAG CTC TCC CTG GGC ATC ATC CCA 102 
Leu Leu Leu Leu Gly Leu Arg Leu Gin Leu Ser Leu Gly lie He Pro 

-10 -5 1 

GTT GAG GAG GAG AAC CCG GAC TTC TGG AAC CGC GAG GCA GCC GAG GCC 150 
Val Glu Glu Glu Asn Pro Asp Phe Trp Asn Arg Glu Ala Ala Glu Ala 
5 10 is 

CTG GGT GCC GCC AAG AAG CTG CAG CCT GCA CAG ACA GCC GCC AAG AAC 198 
Leu Gly Ala Ala Lys Lys Leu Gin Pro Ala Gin Thr Ala Ala Lys Asn 
20 25 30 35 

CTC ATC ATC TTC CTG GGC GAT GGG ATG GGG GTG TCT ACG GTG ACA GCT 24 6 

Leu He He Phe Leu Gly Asp Gly Met Gly Val Ser Thr Val Thr Ala 

40 45 50 

GCC AGG ATC CTA AAA GGG CAG AAG AAG GAC AAA CTG GGG CCT GAG ATA 294 
Ala Arg lie Leu Lys Gly Gin Lys Lys Asp Lys Leu Gly Pro Glu He 

55 60 65 

CCC CTG GCC ATG GAC CGC TTC CCA TAT GTG* GCT CTG TCC AAG ACA TAC 34 2 

Pro Leu Ala Met Asp Arg Phe Pro Tyr Val Ala Leu Ser Lys Thr Tyr 
70 75 80 

AAT GTA GAC AAA CAT GTG CCA GAC AG.T GGA GCC ACA GCC ACG GCC TAC 390 
Asn Val Asp Lys His Val Pro Asp Ser Gly Ala Thr Ala Thr Ala Tyr 
85 90 95 

CTG TGC GGG GTC AAG GGC AAC TTC CAG ACC ATT GGC TTG AGT GCA GCC 438 
Leu Cys Gly Val Lys Gly Asn Phe Gin Thr He Gly Leu Ser Ala Ala 
100 105 no 115 

GCC CGC TTT AAC CAG TGC AAC ACG ACA CGC GGC AAC GAG GTC ATC TCC 486 
Ala Arg Phe Asn Gin Cys Asn Thr Thr Arg Gly Asn Glu Val He Ser 

120 125 130 

51? tSS t$ T a GG ^ G ^ G ? A GGG TCA GTG GGA GTG G *A ACC 534 

Val Met Asn Arg Ala Lys Lys Ala Gly Lys Ser Val Gly Val Val Thr 

135 140 145 

££r Thr a™ v T ? ^ G G ? C TCG CCA GCC GGC ACC TAC GCC CAC ACG 582 

Thr Thr Arg Val Gin His Ala Ser Pro Ala Gly Thr Tyr Ala His Thr 

l->° 155 160 

vll w552 ^ C l GG l A ° l C ° GAC GCC GAC GTG CCT GCC TCG GG C CGC 
Val Asn Arg Asn Trp Tyr Ser Asp Ala Asp Val Pro Ala Ser Ala Arg 

Gil SlS r?^ r G c rt G ^ AC °? T ACG CAG CTC ATC T CC AAC ATG GAC 

Gin Glu Gly Cys Gin Asp He Ala Thr Gin Leu He Ser Asn Met Asp 

1 Q 5 190 195 



630 



678 
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GO 



ATT GAC GTG ATC CTA GGT GGA GGC CGA AAG TAC ATG TTT CCC ATG GGA 726 
lie Asp Val He Leu Gly Gly Gly Arg Lys Tyr Met Phe Pro Met Gly 

200 205 210 

ACC CCA GAC CCT GAG TAC CCA GAT GAC TAC AGC CAA GGT GGG ACC AGG 77A 
Thr Pro Asp Pro Glu Tyr Pro Asp Asp Tyr Sor Gin Gly Gly Thr Arg 

215 220 225 

CTG GAC GGG AAG AAT CTG GTG CAG GAA TGG CTG GCG AAG CGC CAG GGT 822 
Leu Asp Gly Lys Asn Leu Val Gin Glu Trp Leu Ala Lys Arg Gin Gly 
230 235 2A0 

GCC CGG TAT GTG TGG AAC CGC ACT GAG CTC ATG CAG GCT TCC CTG GAC 870 
Ala Arg Tyr Val Trp Asn Arg Thr Glu Leu Met Gin Ala Ser Leu Asp 
245 250 255 

CCG TCT GTG ACC CAT CTC ATG GGT CTC TTT GAG CCT GGA GAC ATG AAA 918 
Pro Ser Val Thr His Leu Met Gly Leu Phe Glu Pro Gly Asp Met Lys 
260 265 270 275 

TAC GAG ATC CAC CGA GAC TCC ACA CTG GAC CCC TCC CTG ATG GAG ATG 966 
Tyr Glu He His Arg Asp Ser Thr Leu Asp Pro Ser Leu Met Glu Met 
7 280 285 290 

ACA GAG GCT GCC CTG CGC CTG CTG AGC AGG AAC CCC CGC GGC TTC TTC 101A 
Thr Glu Ala Ala Leu Arg Leu Leu Ser Arg Asn Pro Arg Gly Phe Phe 

295 300 305 

CTC TTC GTG GAG GGT GGT CGC ATC GAC CAT GGT CAT CAT GAA AGC AGG 1062 
Leu Phe Val Glu Gly Gly Arg He Asp His Gly His His Glu Ser Arg 
310 315 320 

GCT TAC CGG GCA CTG ACT GAG ACG ATC ATG TTC GAC GAC GCC ATT GAG 1110 
Ala Tyr Arg Ala Leu Thr Glu Thr He Met Phe Asp Asp Ala He Glu 
325 330 335 

AGG GCG GGC CAG CTC ACC AGC GAG GAG GAC ACG CTG AGC CTC GTC ACT 1158 
Are Ala Gly Gin Leu Thr Ser Glu Glu Asp Thr Leu Ser Leu Val Thr 
3A0 3A5 350 355 

GCC GAC CAC TCC CAC GTC TTC TCC TTC GGA GGC TAC CCC CTG CGA GGG 1206 
Ala Asp His Ser His Val Phe Ser Phe Gly Gly Tyr Pro Leu Arg Gly 

360 365 370 

AGC TCC ATC TTC GGG CTG GCC CCT GGC AAG GCC CGG GAC AGG AAG GCC 125A 
Ser Ser lie Phe Gly Leu Ala Pro Gly Lys Ala Arg Asp Arg Lys Ala 

375 380 385 

* 

TAC ACG GTC CTC CTA TAC GGA AAC GGT CCA GGC TAT GTG CTC AAG GAC 1302 
Tyr Thr Val Leu Leu Tyr Gly Asn Gly Pro Gly Tyr Val Leu Lys Asp 
390 395 A00 

GGC GCC CGG CCG GAT GTT ACC GAG AGC GAG AGC GGG AGC CCC GAG TAT 1350 
Gly Ala Arg Pro Asp Val Thr Glu Ser Glu Ser Gly Ser Pro Glu Tyr 
AOS A10 A15 

CGG CAG CAG TCA GCA GTG CCC CTG GAC GAA GAG ACC CAC GCA GGC GAG 1398 
Arg Gin Gin Ser Ala Val Pro Leu Asp Glu Glu Thr His Ala Gly Glu 
A20 A25 A30 A35 

GAC GTG GCG GTG TTC GCG CGC GGC CCG CAG GCG CAC CTG GTT CAC GGC 1AA6 
Asp Val Ala Val Phe Ala Arg Gly Pro Gin Ala His Leu Val His Gly 

AA0 AA5 A50 
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GTG CAG GAG CAG ACC TTC ATA GCG CAC GTC ATG GCC TTC GCC GCC TGC 14 94 

Val Gin Glu Gin Thr Phe lie Ala His Val Met Ala Phe Ala Ala Cys 

455 460 465 

CTG GAG CCC TAC ACC GCC TGC GAC CTG GCG CCC CCC GCC GGC ACC ACC 1542 
Leu Glu Pro Tyr Thr Ala Cys Asp Leu Ala Pro Pro Ala Gly Thr Thr 
470 475 480 

GAC GCC GCG CAC CCG GGT TAACCCGTGG TCCCCGCGTT GCTTCCTCTG 1590 
Asp Ala Ala His Pro Gly 
485 

CTGGCCGGGA CCCTGCTGCT GCTGGAGACG GCCACTGCTC CCTGAGTGTC CCGTCCCTGG 1650 

GGCTCCTGCT TCCCCATCCC GGAGTTCTCC TGCTCCCCAC CTCCTGTCGT CCTGCCTGGC 1710 

CTCCAGCCCG AGTCGTCATC CCCGGAGTCC CTATACAGAG GTCCTGCCAT GGAACCTTCC 1770 

CCTCCCCGTG CGCTCTGGGG ACTGAGCCCA TGACACCAAA CCTGCCCCTT GGCTGCTCTC 1830 

GGACTCCCTA CCCCAACCCC AGGGACTGCA GGTTGTGCCC TGTGGCTGCC TGCACCCCAG 1890 

GAAAGGAGGG GGCTCAGGCC ATCCAGCCAC CACCTACAGC CCAGTGGCCT CGAGCTGCAG 1950 

AAGCTT 1956 . 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 21: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 506 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKuXS : Protein - 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 21: 

Met Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Gly Leu Arg Leu Gin Leu Ser Leu 
-17 -15 -10 -5 

Gly He He Pro Val Glu Glu Glu Asn Pro Asp Phe Trp Asn Arg Glu 
1 5 10 15 

Ala Ala Glu Ala Leu Gly Ala Ala Lys Lys Leu Gin Pro Ala Gin Thr 

20 25 30 

Ala Ala Lys Asn Leu He He Phe Leu Gly Asp Gly Met Gly Val Ser 

35 40 45 

Thr Val Thr Ala Ala Arg lie Leu Lys Gly Gin Lys Lys Asp Lys Leu 
50 55 60 

Gly Pro Glu He Pro Leu Ala Met Asp Arg Phe Pro Tyr Val Ala Leu 
65 70 75 

Ser Lys Thr Tyr Asn Val Asp Lys His Val Pro Asp Ser Gly Ala Thr 
80 85 90 95 

Ala Thr Ala Tyr Leu Cys Gly Val Lys Gly Asn Phe Gin Thr He Gly 

100 2.05 110 
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Leu Ser Ala Ala Ala Arg Phe Asn Gin Cys Asn Thr Thr Arg Gly Asn 

115 120 125 

Glu Val lie Ser Val Met Asn Arg Ala Lys Lys Ala Gly Lys Ser Val 
130 135 140 

Gly Val Val Thr Thr Thr Arg Val Gin His Ala Ser Pro Ala Gly Thr 
145 150 155 

Tyr Ala His Thr Val Asn Arg Asn Trp Tyr Ser Asp Ala Asp Val Pro 
160 165 170 175 

Ala Ser Ala Arg Gin Glu Gly Cys Gin Asp lie Ala Thr Gin Leu lie 

180 185 190 

Ser Asn Met Asp lie Asp Val lie Leu Gly Gly Gly Arg Lys Tyr Met 

195 200 205 

Phe Pro Met Gly Thr Pro Asp Pro Glu Tyr Pro Asp Asp Tyr Ser Gin 
210 215 220 

Gly Gly Thr Arg Leu Asp Gly Lys Asn Leu Val Gin Glu Trp Leu Ala 
225 230 235 

Lys Arg Gin Gly Ala Arg Tyr Val Trp Asn Arg Thr Glu Leu Met Gin 
240 245 250 255 

Ala Ser Leu Asp Pro Ser Val Thr His Leu Met Gly Leu Phe Glu Pro 

260 265 270 

Gly Asp Met Lys Tyr Glu lie His Arg Asp Ser Thr Leu Asp Pro Ser 

275 280 285 

Leu Met Glu Met Thr Glu Ala Ala Leu Arg Leu Leu Ser Arg Asn Pro 
290 295 300 

Arg Gly Phe Phe Leu Phe Val Glu Gly Gly Arg lie Asp His Gly His 
305 310 . 315 

His Glu Ser Arg Ala Tyr Arg Ala Leu Thr Glu Thr lie Met Phe Asp 
320 325 330 335 

Asp Ala lie Glu Arg Ala Gly Gin Leu Thr Ser Glu Glu Asp Thr Leu 

340 345 350 

Ser Leu Val Thr Ala Asp His Ser His Val Phe Ser Phe Gly Gly Tyr 

355 360 365 

Pro Leu Arg Gly Ser Ser lie Phe Gly Leu Ala Pro Gly Lys Ala Arg 
370 375 380 

Asp Arg Lys Ala Tyr Thr Val Leu Leu Tyr Gly Asn Gly Pro Gly Tyr 
385 390 395 

Val Leu Lys Asp Gly Ala Arg Pro Asp Val Thr Glu Ser Glu Ser Gly 
400 405 410 415 

Ser Pro Glu Tyr Arg Gin Gin Ser Ala Val Pro Leu Asp Glu Glu Thr 

420 425 430 

His Ala Gly Glu Asp Val Ala Val Phe Ala Arg Gly Pro Gin Ala His 

435 440 445 
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Leu Val His Gly Val Gin Glu Gin Thr Phe He Ala His Val Met Ala 
450 455 A60 

Phe Ala Ala Cys Leu Glu Pro Tyr Thr Ala Cys Asp Leu Ala Pro Pro 
465 470 475 

Ala Gly Thr Thr Asp Ala Ala His Pro Gly 
480 485 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 22: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 1811 Basenpaare 

(B) ART: NukleinsMure 

(C) STRANG FORM: Einzel 

(D) T0POL0GIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS : cDNS 

(vi) URSPRt)NGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Feuerf liege (Photinus pyralis) 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(B) CLON: pRSVLUC (de Wet et al. f 1987) 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLtlSSEL: CDS 

(B) LAGE: 94. .1743 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /note- "codierende Region des 
Lucif erase-Gens ; flankiert von 5-' -Smal und 
3 • -Hindlll Restriktionsschnittstellen " 

(x) VER0FFENTLICHUNGSINFORMATION: 
(A) AUTOREN: de Wet, J. R. 

Wood, K. V. 
DeLuca, M. 
Helinski, D. R. 
Subramani , S . 

(C) ZEITSCHRIFT : Mol . Cell. Biol. 

(D) BAND: 7 

(F) SEITEN: 725-737 

(G) DATUM: 1987 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 22: 
CCCGGGGATC CTCTAGAGTC AGCTTGAATT CCTTTGTGTT ACATTCTTGA ATGTCGCTCG 

CAGTGACATT AGCATTCCGG TACTGTTGGT AAA ATG GAA GAC GCC AAA AAC ATA 

Met Glu Asp Ala Lys Asn lie 
1 5 

tOs ??S p CG S CA 11° TAT CCT CTA GAG GAT GGA A CC GCT GGA 

Lys Lys Gly Pro Ala Pro Phe Tyr Pro Leu Glu Asp Gly Thr Ala Gly 

10 15 20 



60 
114 



162 
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GAG CAA CTG CAT AAG GCT ATG AAG AGA TAC GCC CTG GTT CCT GGA ACA 210 
Glu Gin Leu His Lys Ala Met Lys Arg Tyr Ala Leu Val Pro Gly Thr 
25 30 35 

ATT GCT TTT ACA GAT GCA CAT ATC GAG GTG AAC ATC ACG TAC GCG GAA 258 
He Ala Phe Thr Asp Ala His He Glu Val Asn He Thr Tyr Ala Glu 
AO 45 50 55 

TAC TTC GAA ATG TCC GTT CGG TTG GCA GAA GCT ATG AAA CGA TAT GGG 306 
Tyr Phe Glu Met Ser Val Arg Leu Ala Glu Ala Met Lys Arg Tyr Gly 
7 60 65 70 

CTG AAT ACA AAT CAC AGA ATC GTC GTA TGC AGT GAA AAC TCT CTT CAA 354 
Leu Asn Thr Asn His Arg He Val Val Cys Ser Glu Asn Ser Leu Gin 

75 80 85 

TTC TTT ATG CCG GTG TTG GGC GCG TTA TTT ATC GGA GTT GCA GTT GCG 4 02 

Phe Phe Met Pro Val Leu Gly Ala Leu Phe He Gly Val Ala Val Ala 
90 95 100 

CCC GCG AAC GAC ATT TAT AAT GAA CGT GAA TTG CTC AAC AGT ATG AAC 450 
Pro Ala Asn Asp He Tyr Asn Glu Arg Glu Leu Leu Asn Ser Met Asn 
105 110 115 

ATT TCG CAG CCT ACC GTA GTG TTT GTT TCC AAA AAG GGG TTG CAA AAA 498 
He Ser Gin Pro Thr Val Val Phe Val Ser Lys Lys Gly Leu Gin Lys 
120 125 130 135 

ATT TTG AAC GTG CAA AAA AAA TTA CCA ATA ATC CAG AAA ATT ATT ATC 54 6 

He Leu Asn Val Gin Lys Lys Leu Pro He He Gin Lys He He He 

140 145 150 

ATG GAT TCT AAA ACG GAT TAC CAG GGA TTT CAG TCG ATG TAC ACG TTC 594 
Met Asp Ser Lys Thr Asp Tyr Gin Gly Phe Gin Ser Met Tyr Thr Phe 

155 160 165 

GTC ACA TCT CAT CTA CCT CCC GGT TTT AAT GAA TAC GAT TTT GTA CCA 64 2 

Val Thr Ser His Leu Pro Pro Gly Phe- Asn Glu Tyr Asp Phe Val Pro 
170 175 180 

GAG TCC TTT GAT CGT GAC AAA ACA ATT GCA CTG ATA ATG AAT TCC TCT 690 
Glu Ser Phe Asp Arg Asp Lys Thr He Ala Leu He Met Asn Ser Ser 
185 190 195 

GGA TCT ACT GGG TTA CCT AAG GGT GTG GCC CTT CCG CAT AGA ACT GCC 738 
Gly Ser Thr Gly Leu Pro Lys Gly Val Ala Leu Pro His Arg Thr Ala 
200 205 210 215 

TGC GTC AGA TTC TCG CAT GCC AGA GAT CCT ATT TTT GGC AAT CAA ATC 786 
Cys Val Arg Phe Ser His Ala Arg Asp Pro He Phe Gly Asn Gin He 

220 225 230 

ATT CCG GAT ACT GCG ATT TTA AGT GTT GTT CCA TTC CAT CAC GGT TTT 834 
He Pro Asp Thr Ala He Leu Ser Val Val Pro Phe His His Gly Phe 

235 240 245 

GGA ATG TTT ACT ACA CTC GGA TAT TTG ATA TGT GGA TTT CGA GTC GTC 882 
Gly Met Phe Thr Thr Leu Gly Tyr Leu He Cys Gly Phe Arg Val Val 
250 255 260 

TTA ATG TAT AGA TTT GAA GAA GAG CTG TTT TTA CGA TCC CTT CAG GAT 930 
Leu Met Tyr Arg Phe Glu Glu Glu Leu Phe Leu Arg Ser Leu Gin Asp 
265 270 275 
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TAC AAA ATT CAA AGT GCG TTG CTA GTA CCA ACC CTA TTT TCA TTC TTC 978 
Tyr Lys lie Gin Ser Ala Leu Leu Val Pro Thr Leu Phe Ser Phe Phe 
280 285 290 295 

GCC AAA AGC ACT CTG ATT GAC AAA TAC GAT TTA TCT AAT TTA CAC GAA 1026 
Ala Lys Ser Thr Leu lie Asp Lys Tyr Asp Leu Ser Asn Leu His Glu 

300 305 310 

ATT GCT TCT GGG GGC GCA CCT CTT TCG AAA GAA GTC GGG GAA GCG GTT 1074 
He Ala Ser Gly Gly Ala Pro Leu Ser Lys Glu Val Gly Glu Ala Val 

315 320 325 

GCA AAA CGC TTC CAT CTT CCA GGG ATA CGA CAA GGA TAT GGG CTC ACT 1122 
Ala Lys Arg Phe His Leu Pro Gly He Arg Gin Gly Tyr Gly Leu Thr 
330 335 340 

GAG ACT ACA TCA GCT ATT CTG ATT ACA CCC GAG GGG GAT GAT AAA CCG 1170 
Glu Thr Thr Ser Ala He Leu He Thr Pro Glu Gly Asp Asp Lys Pro 
345 350 355 

GGC GCG GTC GGT AAA GTT GTT CCA TTT TTT GAA GCG AAG GTT GTG GAT 1218 
Gly Ala Val Gly Lys Val Val Pro Phe Phe Glu Ala Lys Val Val Asp 
360 365 370 375 

CTG GAT ACC GGG AAA ACG CTG GGC GTT AAT CAG AGA GGC GAA TTA TGT 1266 
Leu Asp Thr Gly Lys Thr Leu Gly Val Asn Gin Arg Gly Glu Leu Cys 

380 385 390 

GTC AGA GGA CCT ATG ATT ATG TCC GGT TAT GTA AAC AAT CCG GAA GCG 1314 
Val Arg Gly Pro Met He Met Ser Gly Tyr Val Asn Asn Pro Glu Ala 

395 400 405 

ACC AAC GCC TTG ATT GAC AAG GAT GGA TGG CTA CAT TCT GGA GAC ATA 1362 
Thr Asn Ala Leu He Asp Lys Asp Gly Trp Leu His Ser Gly Asp He 
410 415 420 

GCT TAC TGG GAC GAA GAC GAA CAC TTC TTC ATA GTT GAC CGC TTG AAG 1410 
Ala Tyr Trp Asp Glu Asp Glu His Phe' Phe He Val Asp Are Leu Lys 
425 430 435 

TCT TTA ATT AAA TAC AAA GGA TAT CAG GTG GCC CCC GCT GAA TTG GAA 14 58 

Ser Leu He Lys Tyr Lys Gly Tyr Gin Val Ala Pro Ala Glu Leu Glu 
440 445 450 455 

TCG ATA TTG TTA CAA CAC CCC AAC ATC TTC GAC GCG GGC GTG GCA GGT 1506 
Ser He Leu Leu Gin His Pro Asn He Phe Asp Ala Gly Val Ala Gly 

460 465 470 

CTT CCC GAC GAT GAC GCC GGT GAA CTT CCC GCC GCC GTT GTT GTT TTG 1554 
Leu Pro Asp Asp Asp Ala Gly Glu Leu Pro Ala Ala Val Val Val Leu 

475 480 485 

GAG CAC GGA AAG ACG ATG ACG GAA AAA GAG ATC GTG GAT TAC GTC GCC 1602 
Glu His Gly Lys Thr Met Thr Glu Lys Glu He Val Asp Tyr Val Ala 
490 495 500 

AGT CAA GTA ACA ACC GCG AAA AAG TTG CGC GGA GGA GTT GTG TTT GTG 1650 
Ser Gin Val Thr Thr Ala Lys Lys Leu Arg Gly Gly Val Val Phe Val 
505 510 515 

GAC GAA GTA CCG AAA GGT CTT ACC GGA AAA CTC GAC GCA AGA AAA ATC 1698 
Asp Glu Val Pro Lys Gly Leu Thr Gly Lys Leu Asp Ala Arg Lys He 
520 525 530 535 
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AGA GAG ATC CTC ATA AAG GCC AAG AAG GGC GGA AAG TCC AAA TTG 1743 
Arg Glu lie Leu lie Lys Ala Lys Lys Gly Gly Lys Ser Lys Leu 

540 545 550 

TAAAATGTAA CTGTATTCAG CGATGACGAA ATTCTTAGCT ATTGTAATAG CTGCAGGCAT 1803 

GCAAGCTT 1811 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 23: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 550 AminosMuren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 23: 

Met Glu Asp Ala Lys Asn lie Lys Lys Gly Pro Ala Pro Phe Tyr Pro 
1 5 10 15 

Leu Glu Asp Gly Thr Ala Gly Glu Gin Leu His Lys Ala Met Lys Arg 

20 25 30 

Tyr Ala Leu Val Pro Gly Thr lie Ala Phe Thr Asp Ala His He Glu 
35 40 45 

Val Asn He Thr Tyr Ala Glu Tyr Phe Glu Met Ser Val Arg Leu Ala 
50 55 60 

Glu Ala Met Lys Arg Tyr Gly Leu Asn Thr Asn His Arg He Val Val 
65 70 75 80 

Cys Ser Glu Asn Ser Leu Gin Phe Phe Met Pro Val Leu Gly Ala Leu 

85 90 95 

Phe He Gly Val Ala Val Ala Pro Ala Asn Asp He Tyr Asn Glu Arg 

100 105 110 

Glu Leu Leu Asn Ser Met Asn He Ser Gin Pro Thr Val Val Phe Val 
115 120 125 

Ser Lys Lys Gly Leu Gin Lys He Leu Asn Val Gin Lys Lys Leu Pro 
130 135 140 

He He Gin Lys He He He Met Asp Ser Lys Thr Asp Tyr Gin Gly 
145 150 155 160 

Phe Gin Ser Met Tyr Thr Phe Val Thr Ser His Leu Pro Pro Gly Phe 

165 170 175 

Asn Glu Tyr Asp Phe Val Pro Glu Ser Phe Asp Arg Asp Lys Thr He 

180 . 185 190 

Ala Leu He Met Asn Ser Ser Gly Ser Thr Gly Leu Pro Lys Gly Val 
195 200 205 

Ala Leu Pro His Arg Thr Ala Cys Val Arg Phe Ser His Ala Arg Asp 
210 215 220 
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Pro lie Phe Gly Asn Gin lie He Pro Asp Thr Ala He Leu Ser Val 
225 230 235 240 

Val Pro Phe His His Gly Phe Gly Met Phe Thr Thr Leu Gly Tyr Leu 

245 250 255 

He Cys Gly Phe Arg Val Val Leu Met Tyr Arg Phe Glu Glu Glu Leu 

260 265 270 

Phe Leu Arg Ser Leu Gin Asp Tyr Lys He Gin Ser Ala Leu Leu Val 
275 280 285 

Pro Thr Leu Phe Ser Phe Phe Ala Lys Ser Thr Leu He Asp Lys Tvr 
290 295 300 

Asp Leu Ser Asn Leu His Glu lie Ala Ser Gly Gly Ala Pro Leu Ser 
305 310 315 320 

Lys Glu Val Gly Glu Ala Val Ala Lys Arg Phe His Leu Pro Gly He 

325 330 335 

Arg Gin Gly Tyr Gly Leu Thr Glu Thr Thr Ser Ala He Leu He Thr 

340 345 350 

Pro Glu Gly Asp Asp Lys Pro Gly Ala Val Gly Lys Val Val Pro Phe 
355 360 365 

Phe Glu Ala Lys Val Val Asp Leu Asp Thr Gly Lys Thr Leu Gly Val 
370 375 3Q0 

Asn Gin Arg Gly Glu Leu Cys Val Arg Gly Pro Met He Met Ser Gly 
385 390 395 400 

Tyr Val Asn Asn Pro Glu Ala Thr Asn Ala Leu He Asp Lys Asp Glv 

^05 410 415 

Trp Leu His Ser Gly Asp He Ala Tyr Trp Asp Glu Asp Glu His Phe 

420 425 430 

Phe He Val Asp Arg Leu Lys Ser Leu He Lys Tyr Lys Gly Tyr Gin 
435 440 445 

Val Ala Pro Ala Glu Leu Glu Ser He Leu Leu Gin His Pro Asn He 
450 455 460 

Phe Asp Ala Gly Val Ala Gly Leu Pro Asp Asp Asp Ala Gly Glu Leu 
465 470 475 480 

Pro Ala Ala Val Val Val Leu Glu His Gly Lys Thr Met Thr Glu Lys 

485 490 A95 

Glu lie Val Asp Tyr Val Ala Ser Gin Val Thr Thr Ala Lys Lys Leu 

500 505 510 

Arg Gly Gly Val Val Phe Val Asp Glu Val Pro Lys Gly Leu Thr Gly 
515 520 525 

Lys Leu Asp Ala Arg Lys lie Arg Glu He Leu lie Lys Ala Lys Lys 

Gly Gly Lys Ser Lys Leu 
545 ' 55o 
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 24 : 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 625 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANG FORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS: cDNS 

(vi) URSPRttNGLICHE HERKUNFTt 

(A) ORGANISMUS: Homo sapiens 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(B) CLON: pSBC-l/-2-PDGF-B 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLttSSEL: CDS 

(B) LAGE: AO.. 609 

(D) SONSTIGE AN GAB EN : /product- "PDGF-B 
Vorlaeuf ersequenz" 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLttSSEL: mat_peptide 

(B) LAGE: 283. .609 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /product- "mature PDGF-B Kette* 

♦ 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 24: 

GAATTCGAGC TCGCCCGGGG ATCCTCTAGA GTCGACACC ATG AAT CGC TGC TGG 54 

Met Asn Arg Cys Trp 
-81 -80 

GCG CTC TTC CTG TCT CTC TGC TGC TAC CTG CGT CTG GTC AGC GCC GAG 102 
Ala Leu Phe Leu Ser Leu Cys Cys Tyr Leu Arg Leu Val Ser Ala Glu 
-75 -70 -65 

GGG GAC CCC ATT CCC GAG GAG CTT TAT GAG ATG CTG AGT GAT CAC TCG 150 
Gly Asp Pro lie Pro Glu Glu Leu Tyr Glu Met Leu Ser Asp His Ser 
-60 -55 -50 -45 

ATC CGC TCC TTT GAT GAT CTC CAA CGC CTG CTG CAC GGA GAC CCC GGA 198 
lie Are Ser Phe Asp Asp Leu Gin Arg Leu Leu His Gly Asp Pro Gly 

-4 0 -35 -30 

GAG GAA GAT GGG GCC GAG TTG GAC CTG AAC ATG ACC CGC TCC CAC TCT 246 
Glu Glu Asp Gly Ala Glu Leu Asp Leu Asn Met Thr Arg Ser His Ser 

H -25 -20 -15 

GGA GGC GAG CTG GAG AGC TTG GCT CGT GGA AGA AGG AGC CTG GGT TCC 294 
Gly Gly Glu Leu Glu Ser Leu Ala Arg Gly Arg Arg Ser Leu Gly Ser 
-10 -5 1 

CTG ACC ATT GCT GAG CCG GCC ATG ATC GCC GAG TGC AAG ACG CGC ACC 342 
Leu Thr lie Ala Glu Pro Ala Met He Ala Glu Cys Lys Thr Arg Thr 
5 10 15 20 

■ 

GAG GTG TTC GAG ATC TCC CGG CGC CTC ATA GAC CGC ACC AAC GCC AAC 390 
Glu Val Phe Glu He Ser Arg Arg Leu He Asp Arg Thr Asn Ala Asn 

25 30 35 
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63 



JS 2S SS S S 51 55 as SS SS 2S 5; E ™ 

* 5 50 



5S iJS If 2? iJS S5 SiZ £ 2J S £ 35 51? §£ - «j 

Pro ?5 52 £J £J ATC GAG ATT GTG CGG AAG AAG CCA ATC TTT 

70 *rg i-ys lie Glu lie Val Arg Lys Lys Pro lie Phe 

80 

AAG AAG GCC ACG GTG ACfi r-rr r 4A 

Lys Lys Ala Thr vli xh? gfj f AC , ^AC CTG GCA TGC AAG TGT GAG 

85 Leu Glu Asp His Leu Ala Cys Lys Cys Glu 



95 100 



™" 52 21 S 2i SS. S 55 "cott 

105 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 25: 

(1) ,f? Q ?? NZ CH ARAKTERISTIKA« 

p WF Et 190 AmlnosMuren 
(B) ART: Aminostture 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 25: 
Met Asn Arg Cys Trp Ala Leu Phe Leu Ser Leu Cys Cys Tyr Leu Arg 
Leu Val Ser Ala Glu Gly Asp Pro Ile pro ^ J' ^ ^ ^ ^ 

Leu Ser Asp His f „ Ile Arg Ser phg " ^ ^ ^ ^ ^ 

-35 



His Gly Asp Pro Gly Glu Glu Asp Gly Ala Gin T otl A . 

-30 H ?l Aia Glu Leu Asp Leu Asn Met 

~" -20 

Thr Arg ser His Ser Gly Gly ei« Leu Glu Ser Leu Ala Arg Gly Arg 
Arg Ser Leu Gly Ser Leu Thr lie Ala 61u Pro Ala ^ n . ^ ^ 



10 15 



Cys Lys Thr Arg Thr Glu Val Phe ei„ ti«. c 

20 ?he Glu Ser Arg Arg Leu He Asp 

" 30 



Arg Thr Asn Ala Asn Phe Leu Val iv« d 

■35 Val T £P Pro Pro Cys Val Glu Val Gin 

* u 45 



*r. <*. ser „ 7 Cy, c ys As » Asn Ar 8 Asn Val cln Cy , pro 

30 60 
Gin Val Gin Leu Arg Pro Val Gin vm a 

65 S rr ° V *J Gln Vfl l Arg Lys He Glu He Val Arg 



438 



486 



534 



582 



625 
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Lys Lys Pro lie Phe Lys Lys Ala Thr Val Thr Leu Clu Asp His Leu 
Ala Cys Lys Cys Glu Thr Val Ala Ala Ala Arg Pro Val Thr 
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1A 

* 

Pat ntanapriiche 

1- Multicistronische Expressionseinheit zur Sguimolaren Ex- 
5 pression von Polypeptiden oder Untereinheiten derselben in 

S&ugerzellen als Wirtszellen, gekennzeichnet durch die 
allgemeine Formel 

p - 5'UTR - Cj - (IRES - Y - C 2 ) n - 3 ' UTR - polyA, 

10 

in der 

"P" ein transkriptionaler Promotor ist, 
15 "5'UTR" eine nicht translatierte Nukleotidsequenz ist, 

n 1, 2 oder 3 ist, 

"Ci" und "C 2 " Cistrons sind, welche jeweils ein fiir ein 
20 Polypeptid oder dessen Untereinheit kodierendes Gen 

enthalten, wobei dann, wenn n 2 oder 3 ist, die Se- 
quenzen C 2 der auf eihanderf olgenden Gruppen (IRES-Y-C 2 ) 
untereinander gleich oder verschieden sein konnen und 
ferner C x und C 2 gleich oder verschieden sein konnen, 

25 

"IRES" eine Nukleotidsequenz viralen, zellularen oder 
synthetischen Ursprungs ist, die in der Stufe der 
Translation fiir die interne Initiation verantwortlich 
ist, 

30 

"Y" eine Nukleotidsequenz ist, welche im Zusammenwir- 
ken mit IRES fiir eine Expression des (der) in C 2 ent- 
haltenen Gens(e) auf solche Weise sorgt, daJ3 die Gen- 
produkte von C x und C 2 in aquimolaren Mengen exprimiert 
35 werden, 
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" 3 'UTR" eine nicht translatierte Nukleotidsequenz ist 
und 

5 "polyA" ein Polyadenylierungssignal ist. 

2. Expressionseinheit nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
dafi IRES die 5'UTR des Poliovirus Typ 1, 2 oder 3, des 
Enzephalomyocarditis Virus (EMV), des "Theilers murine 

10 encephalomyelitis virus" (TMEV), des "foot and mouth disea- 

se virus" (FMDV), des "bovine enterovirus" (BEV), des " cox- 
sackie B virus" (CBV), des "human rhinovirus" (HRV) oder 
die " human immunoglobulin heavy chain binding protein" 
(BIP) 5'UTR, die Drosophila Antennapediae 5'UTR, die Droso- 

15 phila Ultrabithorax 5'UTR oder genetische Hybride oder 

Fragmente aus den oben angef iihrten Sequenzen ist . 

3. Expressionseinheit nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi IRES die Nukleotidsequenz gemSi3 SEQ ID NO: 5 

20 ist. 

4. Expressionseinheit nach den Anspriichen 1 bis 3, daduxch 
gekennzeichnet, dafl "Y M die p-Globinsequenz aus Xenopus 
laevis, die Alfalfa mosaic virus RNA4 5' UTR, Ferritin 

25 5' UTR (animal), ToJbacco mosaic virus 5' UTR (Omega) oder 

deren Leadermutanten , Turnip yellow mosaic virus (TYMV) 
5' UTR, Brome mosaic virus (BMV) RNA3 5' UTR, Rous sarcoma 
virus (RSV) 5' UTR, Adenovirus tripartite leader (Ll-3) und 
Varianten derselben, Xenopus borealis 5' UTR B-Globin oder 

30 Xenopus tropicalis 5' UTR J3-Globin Sequenz ist. 

5. Expressionseinheit nach den Anspriichen 1 bis 4, daduxch 
gekennzeichnet, dafi n Y" die (3-Globinsequenz aus Xenopus 
laevis gemafi SEQ ID NO: 6, ein Fragment oder eine Variante 
35 derselben ist. 
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6. 



7 . 



8 



0. 



1. 



13 

Expressionseinheit nach den Anspriichen 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, da/3 IRES die Poliovlrus Typ 1 UTR gema/3 SEQ 
ID NO: 5 und "Y" die 0-Globinsequenz aus Xenopus iae^is 
gema/3 SEQ ID NO: 6 sind. 

Expressionseinheit nach den Anspriichen 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, da/3 c, und C 2 jeweils Gene enthalten, die 
fur Polypeptid-Untereinheiten singularer oder heteromerer 
Proteine kodieren. 

Expressionseinheit nach den Anspriichen 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, da/3 c» und C 2 jeweils Gene enthalten, welche 
fur die verschiedenen Untereinheiten von Faktor VIII, Krea- 
tin-Kinase, Hamoglobin, Immunglobulinen , Histokompatibili- 
tats-Antigenen, Scatter-Faktor (HGF-SF ) , Mitgliedem der 
Familie des Transforming Growth Factor Typ /3, des Bone 
Morphogenic Proteins (BMP) Mitgliedem der Integrin-Fami- 
lie, PDGF oder deren natiirliche oder synthetische Varianten 
und Derivate enthalten. 

Expressionseinheit nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 

da/3 "n» 1 ist und C, und C 2 alternativ ein fur die A- oder 

die B-Kette von PDGF , ein biologisch aktives Analogon oder 

ein Fragment derselben kodierendes Gen enthalten, wobei 

beide Gene gleichzeitig in der Expressionseinheit vertreten 
sind. 



Expressionseinheit nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 
da/3 Cl oder C 2 die PDGF-A,- ( SEQ ID Nr. 1) oder die PDGF-A L 
Vorlauf er-Sequenz enthalt . 

Expressionseinheit nach den Anspriichen 9 oder 10, dadurch 
gekennzeichnet, da/3 Cl oder C 2 die vollstandige PDGF-B 
Vorlauf erseguenz (SEQ ID Nr. 3 ) , das v- sis-Gen aus Simian 
Sarcoma Virus oder Varianten dieser Seguenzen. 
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12. Expressionseinheit nach den Anspruchen 9 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet , da/3 C t oder C 2 ein Genfragment enthalten, 
das ftir ein PDGF-B-Vorlauf ermolekul kodiert, welches durch 
Ersetzen des fur Arginin kodierenden Kodons in der Amino- 

5 saureposition 191 durch ein Translations-Stop-Kodon ver- 

kiirzt ist (SEQ ID Nr . 24). 

13. Expressionseinheit nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, 
da/3 C x und C 2 alternativ die PDGF-A K -Seguenz (SEQ ID Nr. 1) 

10 oder die verkiirzte PDGF-B190 Vorlauf ersequenz (SEQ ID Nr. 

24) enthalten und beide Gene gleichzeitig in der Expressi- 
onseinheit vertreten sind. 

14. Expressionseinheit nach den Anspruchen 1 bis 6, dadurch 
15 gekennzeichnet, da/3 "n" 1 ist und C r und C 2 voneinander 

verschiedene Reportergene enthalten. 

15. Expressionseinheit nach Anspruch 14, dadurch gekennzeich- 
net, da/3 die Reportergene fur Lucif erase bzw. fur sekreto- 

20 rische alkalische Phosphatase kodieren . 

16. Rekombinanter DNA-Vektor, welcher eine Expressionseinheit 
nach den Anspruchen 1 bis 15, operativ insertiert enthalt. 

25 17. Wirtszelle, welche eine Saugerzelle transf ormiert mit einem 

Vektor gemSfl Anspruch 16 ist. 

18. Wirtszelle nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dafl 
sie eine CHO- oder BHK-Zelle ist. 

30 

19. Wirtszelle dadurch gekennzeichnet, dafl sie eine Saugerzelle 
ist,. die mit einem Vektor transf ormiert ist, welcher die 
Expressionseinheit nach den Anspruchen 9 bis 13 operativ 
insertiert enthSlt. 
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20. 



3-5 

Wirtszelle nach Anspruch 19, dadurch gekennzelchnet , daA 
sie eine CHO- oder BHK-Zelle ist. 



21. Wirtszelle nach Anspruch 20, dadurch gekennzelchnet, da/3 
sxe eine PDGF-AB produzierende BHK-Zelle ist, die von einem 
der Klone 92-22-6 entsprechend DSM ACC 2048 oder 92-22-7 
entsprechend DSM ACC 204 9 abstammt . 

22. Verfahren zur Herstellung von Proteinen bestehend aus aqui- 
molaren Anteilen von Polypeptiduntereinheiten, dadurch ge- 
kennzelchnet, da* man Wirtszellen nach den Anspriichen 17 
bis 21 m einem geeigneten Medium kultiviert und das so er- 
zeugte Protein von den Zellen und dem Medium abtrennt. 

23. Verfahren nach Anspruch 22 zur Herstellung von heteromeren 
Proteinen . 



24 



25 



26 



Verfahren nach Anspruch 22 oder 23, dadurch gekennzelchnet, 
da* das Protein Faktor VIII, Kreatin-Kinase, Hamoglobin, 
em immunglobulin, ein Histokompatibilitats-Antigen, Scat- 
ter-Faktor (HGF-SF) , ein Mitglied der Transforming Growth 
Factor Typ /3-Familie, Bone-Morphogenic Protein (BMP), ein 
Mxtglied der Integrin-Familie , PDGF oder eine naturliche 
Oder synthetische Variante oder ein Derivat derselben ist. 

Verfahren zur Herstellung von heteromerem rPDGF-AB , dadurch 
gekennzelchnet, dafl man Wirtszellen nach den Anspriichen 19 
bis 21 xn einem geeigneten Medium kultiviert und das so er- 
zeugte rPDGF-AB von den Zellen und . dem Medium abtrennt. 

Heterodimeres rPDGF-AB , im wesentlichen frei von homodime- 
ren. Begleitprodukten, erhaltlich durch Kultivieren von 
Saugerzellen als Wirtszellen, die eine Expressionseinheit 
nach den Anspriichen 9 bis 13 operativ verknupft enthalten 
in einem geeigneten Medium und Abtrennen des so erzeugten 
rPDGF-AB von den Zellen und dem Medium. 
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27. Heterodimeres rPDGF-AB nach Anspruch 26, erhiiltlich durch 
Kultivieren von BHK- oder CHO-Zellen als Wirtszellen. 

28. Heterodimeres, im wesentlichen von homodimeren Begleitpro- 
5 dukten freies rPDGF-AB, erhiiltlich durch Kultivieren von 

Wirtszellen nach den Anspruchen 19 bis 21, in einem geeig- 
neten Medium und Abtrennen des so erzeugten rPDGF-AB von 
den Zellen und dem Medium. 

10 29. pharrmazeutisches und/oder kosmetisches Praparat, enthaltend 
rPDGF-AB nach den Anspriichen 26 bis 28 zusammen mit pharma- 
zeutisch und/oder kosmetisch vertraglichen Hilfs- und TrS- 
gerstoffen. 

15 30. Pharmazeutisches Praparat, dadurch gekennzeichnet , dafi es 
eine Salbe, ein Spray, Gel, Wundverband, ein Pflaster oder 
eine Wundauflage ist. 

31. Wirtszelle dadurch gekennzeichnet, dafl sie eine Saugerzelle 
20 ist, die mit einem Vektor transf ormiert ist, welcher die 

Expressionseinheit nach den Anspriichen 14 oder 15 operativ 
insertiert entha.lt . 

32. Wirtszelle nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, dafl 
25 sie von einem der Klone 91-46-9 entsprechend DSM ACC 2046 

oder 91-46-10 entsprechend DSM ACC 2047 abstammt . 

33. Verfahren zum Auffinden von translations-beeinf lussenden 
Sequenzen "Y" , welche im Zusammenwirken mit IRES in Expres- 

30 sionseinheiten nach den Anspruchen 1 bis 15 die aquimolare 

Expression der Genprodukte von und C 2 bewirken, dadurch 
gekennzeichnet, daB man 

(a) die zu untersuchenden Sequenzen als Y in Expressions- 
35 einheiten nach den Anspriichen 1, 14 oder 15 einbringt, 
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34 . 



35 



37 . 



(b) Vektoren konstruiert, welche die jeweilige Expre 
sionseinheit operativ insertiert enthalten, 



s- 



(c) Saugerzellen als Wirtszellen mit den Vektoren aus 
Stufe (b) trans formiert und in einem geeigneten Medium 
kultiviert, und 

(d) die Express ionsprodukte von C x . und C 2 in dem Medium 
oder nach Abtrennen von den Zellen und/oder dem Medium 
quantif iziert . 

Verf ahren nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet , da/3 in 

Stufe (c) CHO- oder BHK-Zellen als Wirtszellen verwendet 
werden . 

Verf ahren nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, da/3 in 
Stufe (c) Wirtszellen gema/3 Anspruch 30 verwendet werden. 

36. Verf ahren nach den Anspruchen 33 bis 35, dadurch gekenn- 
zeichnet, da/3 IRES eine Sequenz gema/3 SEQ ID Nr. 5 ist. 



Verfahren zum Auf finden von translations-initiierenden Se- 
quenzen IRES, welche im Zusammenwirken mit "Y" in Expressi- 
onseinheiten nach den Anspriichen 1 bis 15 die aquimolare 
Expression der Genprodukte von Cl und C 2 bewirken, dadurch 
gekennzeichnet, da/3 man 

(a) die zu untersuchenden Sequenzen als IRES in Expres- 
sionseinheiten nach den Anspruchen 1, 14 oder 15 ein- 
bringt , 



Vektoren konstruiert, welche die jeweilige Expres 
sionseinheit operativ insertiert enthalten, 
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(c) Saugerzellen als Wirtszellen mit den Vektoren aus 
Stufe (b) trans formiert und in einem geeigneten Medium 
kultiviert , und 

5 (d) die Express ionsprodukte von C x und C 2 in dem Medium 

Oder nach Abtrennen von den Zellen und/oder dem Medium 
quantif iziert . 

38. Verfahren nach Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet , dafl in 
10 Stufe (c) CHO- Oder BHK-Zellen als Wirtszellen verwendet 

werden . 

39. Verfahren nach Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet , dafi in 
Stufe (c) Wirtszellen gemafl Anspruch 31 verwendet werden. 

15 

40. Verfahren nach den Anspriichen 37 bis 39, dadurch gekenn- 
zeichnet, da!3 M Y " eine Sequenz gemafi SEQ ID Nr. 6 ist. 
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Figur 1/2 
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Figux 2A/1 
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Figux 2A/ 2 
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Figur 2B/2 
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Figur 2C/1 
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Figur 2C/2 
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Figur 2C/3 
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Pigur 2C/4 
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Figur 4/1 
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Figur 4/2 



(0 
CO 



c 

•H 
0G 



*— * H J— ( f-H |— ( 



O 03 H AJ 

2: O co cij 



c 



DC 
O 
CL 





CQ 




i 
















a. 


u — 









M M J— ! 
O U C fC 
CO CO X CD 




Eh 



r 



to 

'r-i 

if) ' 
I 



C2 
I 

U 

a 



f2 

CO 

I 



ex 

o 
u 

CO 




CQ 
I 

O 

Or 

I 

CO 

a 



t- CM 

CQ CQ 

Li. LL- 
CS (3 
Q Q 
Q. Q_ 
0- Q- 



u 

O 

in 
o 




CO 



RSAT2BLATT 



WO 94/05785 



PCT/EP93/02294 



Fignr 5 



JH/Z3 



m 
i 

LL 
O 

Q 

QL 
C 

o 
> 

o 

</> 
0) 

c 

0) 
D) 
CO 




CQ 
I 

04 



0) 
Q) 

-P 



H 
H 

M 

s 

•H 
U 



1 
ill 



4J 

M 
I 

a 



o 
o 



1 


H 




M 




0) 




E 




•H 




M 


o 




o 




w 





BERICtTOGTES BL£T (KEGEL 91) 




WO 94/05785 



PCT/EP93/02294 



Figur 6A/1 
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